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RESUMEN
En el presente estudio se tomaron muestras de material en proceso de compostaje de
las plantas de la municipalidad Provincial de Tacna y del distrito de Ciudad Nueva,
lograndose aislar ocho hongos de la fase termofila y mediante la realizacion de cultivos
monospadricos se obtuvieron cepas puras. Los medios empleados para el crecimiento y
caracterizacion de los hongos fueron agar papa dextrosa, agar extracto de malta, agar
autolisado de levadura Czapek y agar sacarosa extracto de levadura. Mediante una
seleccion cualitativa basada en el crecimiento en medio suplementado con
carboximetilcelulosa (CMC), las cepas FC-5 y FC-13 fueron los mejores productores
de enzimas celulasas segtn su alto indice enzimatico. Estos 2 hongos se identificaron
molecularmente mediante andlisis de secuencias de la region ribosomal ITS,
determinando a la cepa FC-5 dentro del género Aspergillus y a la cepa FC-13 dentro
del género Thermomyces. En los experimentos de fermentacion, se utilizaron diferentes
residuos vegetales como sustratos, incluyendo mazorca de maiz, hojas de betarraga y
hojas de perejil. Al emplear hojas de perejil molido como sustrato y utilizar la cepa FC-
5, se obtuvo una actividad maxima de celulasa total de 0,121 U/mL en el extracto crudo.
La celulasa de la cepa FC-5 fue estable durante una hora a la temperatura de 50°C,
ademas la estabilidad se mantuvo hasta el 50% de la actividad maxima por 5 horas a la
misma temperatura. La actividad enzimatica maxima fue a pH 5 y su temperatura
optima de reaccion fue de 60°C. Se concluye que la cepa FC-5 potencialmente podria

ser utilizada en aplicaciones industriales.

Palabras clave: Compostaje, hongos celuloliticos, enzima celulasa, fermentacion.



XiX

ABSTRACT
In the present study, samples of material in the composting process were taken from
the plants of the Provincial municipality of Tacna and the district of Ciudad Nueva,
achieving the isolation of eight fungi of the thermophilic phase and by carrying out
monosporic cultures, pure strains were obtained. The media used for the growth and
characterization of the fungi were potato dextrose agar, malt extract agar, Czapek
yeast autolysate agar and yeast extract sucrose agar. Through qualitative selection
based on growth in medium supplemented with carboxymethylcellulose (CMC),
strains FC-5 and FC-13 were the best producers of cellulase enzymes according to
their high enzymatic index. These 2 fungi were molecularly identified through
sequence analysis of the ITS ribosomal region, determining the FC-5 strain within
the Aspergillus genus and the FC-13 strain within the Thermomyces genus. In the
fermentation experiments, different plant residues were used as substrates,
including corn cob, beet leaves, and parsley leaves. By using ground parsley leaves
as a substrate and using the FC-5 strain, a maximum total cellulase activity of 0.121
U/mL was obtained in the crude extract. The cellulase of strain FC-5 was stable for
one hour at a temperature of 50°C, and stability was maintained up to 50% of the
maximum activity for 5 hours at the same temperature. The maximum enzymatic
activity was at pH 5 and its optimal reaction temperature was 60°C. It is concluded

that the FC-5 strain could potentially be used in industrial applications.

Keywords: Composting, cellulolytic fungi, cellulase enzyme, fermentation.



INTRODUCCION
La bioprospeccion de hongos celuloliticos representa un area de investigacion de
creciente interés en la busqueda de soluciones sostenibles para la degradacion de
biomasa lignoceluldsica; la mayoria del carbono renovable en nuestro planeta se
encuentra en forma de lignocelulosa, que basicamente es una mezcla de celulosa,
hemicelulosa y lignina. Cuando estas moléculas se descomponen, liberan azicares
fermentables que son esenciales para producir biocombustibles. El compostaje
termofilo es un proceso natural que implica la descomposicion microbiana de
materiales organicos a altas temperaturas, y durante este proceso, los hongos
celuloliticos juegan un papel crucial en la degradacion de la celulosa. Por ello se
explora la importancia de la bioprospeccion de estos hongos en la busqueda de
enzimas celuloliticas con potencial aplicativo en diversas industrias, desde la
produccion de biocombustibles hasta la industria alimentaria y de papel, destacando
tanto su relevancia cientifica como su potencial impacto en la innovacion
tecnologica y la sostenibilidad ambiental. Comprender como la enzima interactiia
con su sustrato; en este caso la celulosa, es fundamental para entender los
mecanismos bioquimicos involucrados en la degradacion de la celulosa y como se
puede optimizar este proceso. Conocer las propiedades bioquimicas de la celulasa
facilita la seleccion de las enzimas mas eficientes para aplicaciones especificas.
Ademas, la caracterizacion ayuda en la ingenieria de proteinas para mejorar las

propiedades de la enzima, como su estabilidad, actividad y especificidad.



CAPITULO I

PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Definicion y delimitacion del problema

La tradicion agricola y forestal de nuestro pais, permite disponer de grandes
cantidades de residuos lignocelulosicos, como paja de cereales, bagazo de cafa,
residuos de poda, asi como residuos vegetales sélidos municipales; una de las
posibilidades de aprovechamiento de estos materiales consiste en su transformacion
via hidrdlisis enzimatica, para obtener azlicares reductores facilmente fermentables
a etanol, butanol, acido acético, acetona, acido lactico, etc.

En el Peru existe pocos reportes sobre hongos filamentosos termofilos que
participen en la degradacion de la celulosa. Por este motivo, se plantea aislar y
caracterizar hongos termofilos celuloliticos del compost que posean un alto
rendimiento de celulasas, con la finalidad de producir enzimas termoestables como

una alternativa ecoldgicamente amigable.

1.2 Enunciado del problema

Para la produccion de enzimas de interés industrial por fermentacion se
requiere utilizar un sustrato de bajo o nulo precio para disminuir los costos de
produccion, asi como el reconocimiento de los pardmetros importantes que la

afectan, tales como temperatura, pH, sustrato, aireacion y agitacion.



Este estudio tiene como proposito fundamental identificar y dar a conocer
las caracteristicas de la enzima celulasa producida por uno de los hongos que crecen
en la fase termofila del proceso de compostaje.

El planteamiento del problema se formula de la siguiente manera: ;Cuales
son las caracteristicas bioprospectivas de la celulasa obtenida de un hongo

celulolitico aislado del compost en fase termofila?

1.3 Caracteristicas y significado del problema

Actualmente, existe una gran inflacion demogréafica en el mundo y el
resultado de diversas actividades desarrolladas en las ciudades ha conllevado a la
acumulacion de materia lignoceluldsica como residuos problema (Arja, 2007). Los
residuos lignoceluldsicos son abundantes y baratos porque se originan de flujos de
desechos.

La produccion sostenible de etanol en el futuro es factible si las materias
primas 2G (lignocelulosa) y 3G (algas) se utilizan como fuente principal de
azlcares fermentables. Pero, su bioconversion a etanol con la tecnologia existente
no puede competir econdmicamente con las materias 1G, como la cafa de azicar y

la remolacha azucarera (Sharada et al., 2014).

Existen procesos de produccion de celulasas utilizando tecnologias

modernas, sin embargo, aun se requiere buscar nuevas enzimas mas robustas con



mejor actividad catalitica y estabilidad térmica. Ademads, el requerimiento de
celulasas con estabilidad a elevadas temperaturas de reaccion se justifica como una
propiedad necesaria y ventajosa para la incorporacion de pre-tratamientos del
material lignocelulésico que aumentan la disponibilidad y el acceso hacia la
celulosa (Mojsov, 2016).

En tal sentido, la presente investigacion se centrard en describir las
caracteristicas bioprospectivas de la celulasa de los hongos aislados del compost en

fase termofila.

1.4 Hipotesis

La celulasa obtenida de un hongo celulolitico aislado del compost en fase

termofila presenta caracteristicas bioprospectivas para aplicaciones industriales.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Describir las caracteristicas de bioprospeccion de hongos celuloliticos

aislados del proceso de compostaje en la fase termofila.



1.5.2

Objetivos especificos

* Aislar e identificar hongos celuloliticos del compost en fase termofila.
* Seleccionar cepas fungicas con mayor produccion de celulasa.

* Producir celulasa fungica utilizando residuos vegetales.

* Caracterizar la celulasa fungica para su bioprospeccion.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

2.1.1 Antecedentes internacionales

Se han realizado investigaciones sobre la busqueda de celulasas del género
Aspergillus mediante fermentacion sumergida con diferentes residuos, por ejemplo,
en la utilizaciéon de bagazo de cafia de azicar como sustrato se presentaron los
valores de 4,2 U/g y 0,64 U/g de FPasa (actividad celulasa sobre papel filtro) y
CMCasa (actividad celulasa sobre el CMC) respectivamente (Vasquez, 2013).

Otros estudios de bioprospeccion mencionan que el hongo Talaromyces
emersonii fue estudiado para la produccion de celulasas termoestables como endo
B-glucanasa, celobiohidrolasa y FPasa termoestables a un pH 4,8 y 80 °C (Busk y
Lange, 2013).

De forma similar, se encontrd algunos hongos del género Trichoderma, para
la produccion de celulasas, como el caso de 7. reesei; que produjo celulasas
utilizando cascara de soja 19,3 g/l mediante fermentacion en estado soélido (Ellila
et al., 2017). Estudios como los de Libardi et al., (2017); ofrecen como alternativa
de produccion a bajo costo, reduccion del impacto ambiental, usando Trichoderma
harzianum, donde se aument6 la produccion en 1,41 y 1,14 veces de FPasa y

CMCasa comparando un medio con aguas residuales y sintético.



Behnam et al., (2019) en estudios de bioprospeccion, se realizd la
fermentacion en estado solido para la produccion de celulasa utilizando salvado de
trigo como sustrato y manipulando tres hongos filamentosos, Mucor indicus, M.
hiemalis y Rhizopus oryzae; las actividades de celulasa mas altas de R. oryzae, M.
indicus y M. hiemalis fueron 281 U/g, 163 U/g y 188 U/g de salvado de trigo seco,
respectivamente.

Lizarraga et al., (2020) estudiaron la produccién de celulasa a partir
de Aspergillus niger, aprovechando los residuos de café, en matraces de 250 mL
que contenian 10 g de sustrato y 15 mL de agua destilada para fermentacion en
estado solido (SSF) y 10 g de sustrato con 100 mL de medio para fermentacién
sumergida (SmF). En ambos casos de afiadié 1 ml de in6culo y se incubd en un
agitador rotatorio a 250 rpm durante 5 dias a 5,5 de pH; se logrd producir en 92,50
FPU/mL (mililitro de solucion de enzima original sin diluir) en fermentacién en

estado solido y 78,72 FPU/mL en fermentacion sumergida.

2.1.2 Antecedentes locales y nacionales

En Ramirez y Coha (2003) se aislaron cepas de hongos celuloliticos
termofilos a partir de 71 muestras de compost, suelos y estiércol de la ciudad de
Lima (Cieneguilla, Cafiete, La Molina, Hipédromo de Monterrico). La especie mas
prevalente fue Streptomyces sp y se evalud la actividad de celulasas en las cepas,

resultando la cepa Streptomyces sp (7TCMC10) la que mostrd los mayores niveles



de actividad endoglucanasa, exoglucanasa y B-glucosidasa con valores de 20,14;
2,61 y 5,40 U/mg, respectivamente. También, Gutiérrez y Villena (2003), en el
Laboratorio de la Universidad Agraria la Molina (Lima-Pert): demostraron que el
uso de un soporte de crecimiento favorece la formacion de biopeliculas y la
produccion de celulasas de Aspergillus sp, siendo hasta un 40% mayor que en los
cultivos fermentativos sin soporte de crecimiento y logrando un incremento del
55% en la productividad.

Recientemente se proporcion6 una descripcion completa del aislamiento y
seleccion de hongos nativos del suelo del bosque primario Macuya (Pucallpa-
Ucayali) como productores de celulasas obteniéndose 50 cepas fungicas diferentes
a las que se hizo seleccion cualitativa por la formacion de halos hidroliticos
resultando solo 11 cepas seleccionadas para luego ser evaluadas en cultivos liquidos
con lactosa y celulosa microcristalina. Los cultivos con lactosa mostraron un perfil
de actividad enzimatica con tendencia creciente, en tres cepas la actividad celulasa
total fue hasta diez veces mas altas y 5 veces mas para endoglucanasa, cuando se
cultiva con lactosa en comparacion con celulosa microcristalina. Asimismo, se
logré determinar los géneros de Aspergillus y Penicillum como predominantes

(Vega, 2020).

También se evalud la actividad celulolitica de hongos aislados en los

departamentos de Cajamarca, Lima, Junin y Huanuco. Los hongos fueron



sometidos a reactivacion y evaluados empleando la técnica de difusion radial en
agar Czapeck-carboximetilcelulosa para luego seleccionar cinco cepas
determinando su capacidad celulolitica por el método de Somogyi-Nelson, dichas
cepas fueron: SA 726 (Paecilomyces sp), SA 668 (Paecilomyces sp), SA 651
(Paecilomyces sp), SA 683 (Fusarium sp) y HN 566 (Aspergillus sp) con AE de
0,048; 0,042; 0,042; 0,080 y 0,048 U/mL respectivamente sugiriendo poder ser
empleadas en procesos biotecnologicos para el tratamiento de efluentes (Llacza et
al., 2021).

En otro estudio denominado “Aislamiento de microorganismos productores
de celulasas alcalinas de aguas termales y suelos de bosques de Contamana”
elaborado por Cortez (2015). Se empled6 un medio de cultivo con
carboximetilcelulosa (CMC) al 0,5% y xilosa al 0,5% como fuente de carbono a
40°C y pH 7,4 para el crecimiento de hongos. Tras la seleccion en placas con
carboximetilcelulosa tefiida con Rojo Congo al 0,1%; se seleccionaron 26 cepas por
mostrar un mayor halo de hidrélisis en CMC, siendo 22 bacterias y 4 hongos.

En cuanto a la produccion de biomasa, las cepas fungicas LMB-HAC7 y
LMB-HAC9 destacaron por su mayor crecimiento a 50°C. En términos de actividad
enzimatica de endoglucanasa, la cepa fungica LMB-HAC9 mostr6 su mayor
actividad a pH 7,4 con un promedio de 2,3 Ul/mL a 60°C. La identificacion
molecular confirmé la presencia de los géneros Aspergillus para dichas cepas

fingicas con un alto grado de similitud del 99% (Cortez, 2015).
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2.2 Fundamento tedrico

2.2.1 El proceso de compostaje

El compostaje es un proceso de autocalentamiento en el que la actividad
microbiana eleva la temperatura por encima de los 50 °C, seguido de un
enfriamiento gradual al final del proceso (Antunes et al., 2016). Este procedimiento
dindmico consta de tres etapas: mesofila, termoéfila y de maduracién, como se
observa en la Figura 1.

Figura 1
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Los grupos microbianos mesofilos y termofilos se alternan para
descomponer la materia organica segun diferentes requisitos y tolerancias que se
adaptan al entorno en constante cambio (Ryckeboer et al., 2003). En ese sentido,
los procesos metabdlicos microbianos son clave en la descomposicion de moléculas
resistentes que contienen carbono y nitrogeno, como la celulosa, lignocelulosa y
proteinas presentes en la materia prima, generando un producto util como
fertilizante o acondicionador del suelo (Partanen et al., 2010).

Las especies de hongos se encuentran en el entorno natural en compost,
sedimentos acuaticos, montones de heno, granos almacenados, montones de astillas
de madera y otras acumulaciones de materia orgéanica en las que las condiciones
son calidas, himedas y aerdbicas, con una tolerancia de crecimiento en un rango
minimo de 20 °C y un maximo de 50 °C (Lee et al., 2014). Durante el proceso de
compostaje, diversos materiales organicos se transforman en compuestos mas
simples de carbono y nitrogeno gracias a la actividad de microorganismos,
especialmente hongos termofilos mediante la secrecion de enzimas celuloliticas y
xilanoliticas que facilitan la descomposicion de la materia organica (Raut et al.,
2008).

Las bacterias del género Actinobacteria y los hongos filamentosos
termofilos, como Aspergillus fumigatus, son fundamentales en el proceso de
compostaje. Se ha observado que estos microorganismos muestran un incremento

en su desarrollo y produccion de esporas cuando se exponen a temperaturas de hasta
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55 °C (Camacho et al., 2014). Su presencia activa contribuye de manera importante

al compostaje al acelerar la descomposicion de lignocelulosa.

2.2.2 Biomasa lignocelulésica

La materia lignoceluldsica representa alrededor de la mitad de la biomasa
actual en la Tierra, la composicidon quimica mayoritaria es de tres polimeros
estructurales (Figura 2), la celulosa con 35 - 40%, la lignina con 15 - 35% y la
hemicelulosa con 20 - 40% (Machado y Pereira, 2010).

Figura 2

Composicion estructural de la biomasa lignoceluldsica
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Como la biomasa se produce en cantidades enormes, el desarrollo de
procesos y productos que la utilicen como materia prima es una opcion sustentable
(Serna et al., 2011). La conversion de la lignocelulosa en azucares fermentables
implica tres etapas sucesivas: reduccion de tamafo, pretratamiento o
fraccionamiento, y finalmente, hidrélisis enzimatica (Bonilla, 2020; Sharma et al.,
2019). Por lo que uno de los principales desafios radica en la necesidad de buscar
nuevas enzimas celulasas con mejor actividad y estabilidad térmica (Sajith et al.,
2016).

Lograr una hidrolisis eficiente de la biomasa lignoceluldsica, ya sea
mediante procesos acidos o enzimaticos, seguida de una fermentacion exitosa,
representa un gran reto (Sharma et al., 2019). Aunque la hidrolisis acida es eficaz y
relativamente econdmica, conlleva un alto impacto ambiental y la generacioén de
compuestos quimicos que pueden inhibir a los microorganismos fermentadores. Por
otro lado, la hidrélisis enzimatica ofrece ventajas significativas y actualmente es
objeto de investigaciones activas (Torres y Villegas, 2006).

La biomasa residual producida en procesos productivos de sectores forestal,
agricola e industrial (Tabla 1) pueden ser altamente aprovechables para obtener
azucares simples con multiples aplicaciones, por ejemplo, la obtencion de etanol
por fermentacion, obtencion de carbohidratos prebidticos, probidticos y posbiodticos

(Jayasekara y Ratnayake, 2019).
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Dentro de los residuos s6lidos organicos existe la fraccion orgénica vegetal
(FOVRSM), la cual esta compuesta por una serie de restos vegetales como cascaras
y desechos de alimentos (Torres y Villegas, 2006). La reduccion de estos residuos
permite la resolucion de los problemas ambientales que ocasiona la acumulacion de
biomasa lignoceluldsica (Reyes, 2011).

Tabla 1

Contenido tipico de diferentes residuos lignocelulosicos

Celulosa  Hemicelulosa Lignina

Residuos (%) (%) (%)
Mazorcas de maiz 45 35 15
Cascaras de frutos 25-30 25-30 30-40

Paja de trigo 30 50 15
Bagazo de cafia 22 15 11
Hojas 15-20 80-95 -
Pastos 25-40 35-50 10-30
Papel periodico 40-55 25-40 18-30
Pulpa residuo 60-70 10-20 5-10
Desechos solidos primarios 8-15 - 24-29

Nota. Adaptado de “Produccion de enzimas celuloliticas a partir de cultivos

de Trichoderma sp., con biomasa lignocelulosica”, Suesca (2012).

Estos residuos contienen gran cantidad de celulosa, hemicelulosa y lignina,
las cuales son susceptibles de utilizarse como sustratos en el cultivo de hongos

filamentosos productores de celulasas extracelulares que contribuirian en
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aplicaciones industriales como la generacion de azucares fermentables para la

produccion de etanol (Arja, 2007).

Celulosa

La celulosa es un polimero lineal, constituido por unidades de D-glucosa
unidos mediante enlaces B-1,4 glucosidico. En la naturaleza, la glucosa presenta
una conformacién mas estable en forma tipica de silla (Figura 3). Su peso molecular
es desde 50 kDa a 2 500 kDa segtin su procedencia, que equivale de 300 a 15 000
unidades de glucosa por molécula de celulosa, respectivamente (Zhang et al., 2006).

Las moléculas de celulosa se encuentran unidas entre si a través de puentes
de hidrogeno y por fuerzas de Van Der Waals. Esta disposicion le confiere a la fibra
de celulosa su resistencia a los ataques fisicos, quimicos y enzimaticos (Gupta et

al., 2019).
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Figura 3

Estructura primaria de la celulosa tipo |

A) B)

HO—,

H H
NA S S W A S WP A
’ TR \ S o f

H
0

H H
o = o pd o = Ofe--="0™ “ o
A~ HO~T™~~st ) . HO~7™~ ,/ o\ HO-T _/ >
O L, O L, O L,
HO— N - 0% o~ oH HO— oM w-en
0 o 0~
. H H

[:
H

H H -‘
RN e TN el o BT 0N —comis g 8 il
0 0~/ o I

H H

Nota. Estructura de celulosa (A), microfibrilla de celulosa (B), region
cristalina (1) y la region amorfa (2). Adaptado de “Concept of Structural
Organization of Native Cellulose”, por loelovich, 1999, Technological

Advances. 1(1)

La celulosa constituye el principal componente de la pared celular de las
plantas y también se encuentra en ciertas bacterias, protozoos y hongos
filamentosos. Aunque no es soluble en agua, puede disolverse en soluciones de
hidroxido de cobre amoniacal (Davila y Vazquez, 2006). Ademas, es un
componente muy comin en la biomasa vegetal que puede ser descompuesto por
diversos microorganismos, como los hongos filamentosos que liberan varias
enzimas para este fin (Herrera et al., 2005). Estas enzimas han sido objeto de

extensos estudios en hongos mesofilos como Trichoderma reesei (Ike y Ken, 2018).
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La completa hidroélisis de la celulosa produce glucosa como producto final
(Karmakar et al., 2011). Sin embargo, la actividad hidrolitica de las enzimas
involucradas se ve afectada por factores fisicos y quimicos que restringen su uso a
nivel industrial. Por lo tanto, es crucial identificar cepas que ofrezcan mejores
rendimientos y que sean altamente estables ante condiciones extremas de pH,
detergentes, solventes orgédnicos, y capaces de mantener una Optima actividad
enzimatica a altas temperaturas de reaccion (Sridevi et al., 2011). Por esta razon,
los microorganismos termofilos se consideran una fuente atractiva para la
produccion de celulasas debido a su termoestabilidad y propiedades beneficiosas
requeridas en aplicaciones industriales (Ramirez y Coha, 2003).

En la descomposicion de residuos organicos vegetales, desde la celulosa
hasta la glucosa, intervienen tres tipos de enzimas clave: las endoglucanasas, las
exoglucanasas y las B-glucosidasas. Las endoglucanasas actan de manera
aleatoria, rompiendo enlaces B-1,4 glucosidicos dentro de la molécula de celulosa.
Por otro lado, las exoglucanasas acttian de forma secuencial en los extremos
reductores y no reductores del polisacarido, liberando glucosa o celobiosa, y
finalmente, la celobiosa se convierte en glucosa mediante la accion de la B-
glucosidasa al final del proceso de descomposicion de este polimero (Halimah et

al., 2019).
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Hemicelulosa

La hemicelulosa es un grupo de polimeros compuestos por unidades de
anhidro-azicares unidas por enlaces glucosidicos. Su composicion quimica varia
segun la planta de la que provienen, y presentan propiedades adhesivas, hinchables
y dispersables en agua (Lincoln y Zeiger, 2006). Las hemicelulosas estan
compuestas por pentosanos como D-xilosa y L-arabinosa, y por hexosanos, como
D-glucosa, D-manosa y D-galactosa. Ademas, las cadenas de hemicelulosa son
mucho mas cortas que las de celulosa (Fortes et al., 2010). Normalmente, las
hemicelulosas no presentan estructura cristalina y sus cadenas son de forma variable
entre diferentes especies de plantas (Soller et al., 2010).

Las hemicelulosas se clasifican en dos grupos segin su capacidad de
hidrélisis y su composicion quimica (Campbell y Reece, 2007). Los celulosanos
consisten en azucares simples que forman cadenas centrales de pentosas o hexosas
con ramificaciones minimas, siendo susceptibles al ataque de acidos diluidos a altas
temperaturas (Fortes et al., 2010).

Por otro lado, los poliurénidos presentan una cadena central de pentosas y
hexosas, con acidos hexurdnicos laterales que contienen grupos metoxilo y acetilo
libres (Figura 4). Estos son facilmente hidrolizables por acidos calientes y se unen
a las ligninas mediante enlaces covalentes y puentes de hidrogeno, mostrando una

asociacion mas débil con la celulosa (Lincoln y Zeiger, 2006).
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Las enzimas involucradas en la biodegradaciéon de la hemicelulosa son
diversas y estan adaptadas para descomponer los diferentes tipos de polimeros de
azucares que componen la hemicelulosa. Algunas de las enzimas clave incluyen:
Xilanasas, que catalizan la hidrolisis de la xilosa, un componente importante de la
hemicelulosa. Arabinanasas, que actian sobre las arabinanasas, polimeros de
arabinosa presentes en la hemicelulosa. Mananasas, galactanasas y acetil xilan
esterasas, que hidrolizan los grupos acetilo unidos a la xilosa, facilitando su
degradacion (Fortes et al., 2010).

Figura 4

Estructura de la hemicelulosa
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Lignina

La lignina, un polimero de elevado peso molecular, presenta una estructura
compuesta por unidades de fenilpropano y surge a través del acoplamiento
combinatorio oxidativo de 4-hidroxifenilpropanoides, abarcando un amplio grupo
de polimeros aromaticos. Los principales precursores de la lignina incluyen el
alcohol trans-coniferilico (1), el alcohol trans-sinapilico (2) y el alcohol trans-p-
cumarilico (3).

La composicion de estos monomeros varia en cada planta; por ejemplo, en
la madera de gimnospermas (maderas blandas), el alcohol mas comln es el
coniferilico, mientras que en la madera de angiospermas (maderas duras)
predomina el sinapilico, y en las plantas herbaceas, es el alcohol p-cumarilico
(Rangel, 2012).

La biosintesis de la lignina a partir de estos precursores se representa en la
Figura 5, destacando la disposicion aleatoria de las unidades de fenilpropano
mediante enlaces C-O-C y C-C. En las paredes celulares, la lignina desempefia un
papel crucial al actuar como un aglutinante que fusiona la hemicelulosa y la
celulosa, confiriendo rigidez e impermeabilidad a las células (Hu et al., 2020).

En la biodegradacion de la lignina estdn involucradas diversas enzimas que
juegan roles especificos en su descomposicion. Estas enzimas incluyen Ligninasas
(Laccasas y Manganosas) las cuales son capaces de oxidar y modificar directamente

los componentes de la lignina. Peroxidasas (como peroxidasas de manganeso y
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lignina) actian oxidativamente sobre los fenoles y otros compuestos ligninoliticos.
Oxidasas fenolicas y no fenoélicas catalizan la oxidacion de los grupos funcionales
fenolicos en la estructura de la lignina (Hu et al., 2020).

Figura 5

Estructura de las unidades fenilpropanoides precursoras de lignina
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2.2.3 Biodegradacion de celulosa por hongos

Los hongos son conocidos por su capacidad de degradar la materia orgénica
vegetal y producir una amplia variedad de enzimas esenciales para su crecimiento
como saprofitos o patdgenos (Herrera et al., 2005). El hongo Trichoderma reesei
es un ejemplo notable de productor de celulasas, ampliamente utilizado a escala

industrial (Lee et al., 2011). La aplicacion de las celulasas implica la degradacion
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de residuos celuldsicos y contribuye a la reduccion de la contaminacion ambiental
(Srivastava et al., 2018).

El complejo celulasa de Trichoderma reesei muestra estabilidad frente a
cambios abruptos de temperatura y a ciertos inhibidores quimicos (Martinez et al.,
2008). Se han observado situaciones de inactivacion del complejo enzimatico
debido a una agitacion excesiva que puede provocar la ruptura del micelio (Ovando
y Waliszewski, 2005). Ademas, se ha sefialado que la superficie de contacto entre
la celulosa y el micelio afecta la hidrolisis, donde una menor superficie de contacto
suele resultar en una mayor hidrolisis, debido a los fendémenos de adsorcion entre
la celulosa y el complejo celulasa (Sharada et al., 2014; Behnam et al., 2019).

La investigaciéon de estos fenomenos ha sido significativa, ya que,
paraddjicamente, la adsorcion es tan fuerte que conduce a la progresiva inactivacion
del complejo celulasa, manteniendo las enzimas unidas al sustrato o al producto de
hidrélisis (Kannahi y Elangeswari, 2015). Ademas, se ha analizado el impacto del
pH y la temperatura en los procesos de adsorcion, observando una mayor adsorcion
aun pH de 4,8; donde se alcanza el maximo nivel de actividad enzimatica. Por otro
lado, el aumento de la temperatura reduce la tasa de adsorcion entre la celulosa y el
complejo celulasa, permitiendo la reversibilidad de los complejos enzima-sustrato
y enzima-producto (Sohail et al., 2009).

A 50 °C, se observa una baja adsorcién y coincide con la méxima actividad

enzimdtica para Trichoderma reesei, lo que indica que a esta temperatura los
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procesos de adsorciébn son minimos. Sin embargo, a largo plazo, persiste la
desactivacion de enzimas del complejo celulolitico (Arévalo, 2011; Escudero et al.,
2013).

En el mismo sentido, Emtiazi y colaboradores (2001), demostraron que
Aspergillus terreus logrd biodegradar heno y paja durante tres dias, con una
produccion de biomasa en paja de 5g/L de peso seco a partir de 0,25 cm? de micelio

inoculado, con una produccion de 250 U/mL de CMCasa.

2.2.4 Celulasa
La celulasa es una enzima hidrolitica producida por hongos y bacterias, que
desempeia un papel fundamental en la descomposicion de la celulosa, que es la

fuente de carbono mas abundante en la Tierra (Mojsov, 2016).

Estructura de celulasas

Las celulasas son proteinas complejas que constan de uno o méas dominios
cataliticos y, en muchos casos, también de dominios de unién a carbohidratos
(CBM- Carbohydrate-Binding Modules). Los dominios cataliticos son responsables
de la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos de la celulosa, mientras que los CBM
ayudan a la enzima a unirse a la superficie de la celulosa, aumentando asi su

eficiencia (Mojsov, 2016).
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Mecanismos de accion

Las celulasas se pueden clasificar en tres tipos principales segun su
mecanismo de accion: Endoglucanasas, actian al azar sobre los enlaces
glucosidicos internos de la celulosa amorfa, generando nuevos extremos de cadena.
Exoglucanasas, se unen a los extremos de las cadenas de celulosa y liberan unidades
de celobiosa (un disacarido de glucosa). B-glucosidasas, hidrolizan la celobiosa y
los oligosacaridos solubles de glucosa, produciendo glucosa (Chaparro et al., 2009).

Las celulasas tienen una gran relevancia en la industria biotecnologica
(Tabla 2) debido a su amplio espectro de aplicaciones en diversos sectores, como
la industria textil, de alimentos, de biocombustibles, farmacéutica, entre otros. La
produccion de enzimas estd mayormente influenciada por mecanismos como la
induccién y la regulacion nutricional metabdlica, esto es, referido a la
disponibilidad de carbono y/o nitrégeno (Zhang, 2013; Effiong et al., 2019).

Tabla 2

Enzimas comerciales provenientes de microorganismos

Marca Microorganismo y actividad enzimatica
Fungamyl® 800 L a-amilasa (1,4-a-D-glucano-glucanohidrolasa) de
Aspergillus oryzae solucion acuosa, >800 U/g

Carezyme 1000L® Celulasa de Aspergillus sp. solucion acuosa
Celluclast ® 1,5 L Celulasa de solucidn acuosa de Trichoderma reesei
>800 U/g

Adaptado de Ravindran et al., (2018).
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2.2.5 Produccion de celulasas

La produccién de celulasas es un tema importante en la industria
biotecnoldgica. Las celulasas son un grupo de enzimas que catalizan la hidrolisis
de la celulosa, convirtiéndola en azucares fermentables. Existen dos principales
estrategias para la produccion de celulasas: la fermentacion sumergida (SmF) y la
fermentacion en estado solido (SSF) (Ellila et al., 2017).

La fermentacion sumergida (SmF) se refiere al cultivo de microorganismos
en un medio liquido que contiene los nutrientes necesarios. Este método es
ampliamente utilizado para la produccion de celulasas, especialmente con hongos
de los géneros Trichoderma sp.y Aspergillus sp. La SmF permite un mejor control
de los pardmetros del proceso como pH, temperatura y oxigenacion, lo que favorece
la produccién enzimatica (Mrudula y Murugamm, 2011).

Por otro lado, la fermentacién en estado solido (SSF) implica el crecimiento
de microorganismos sobre sustratos so6lidos con bajo contenido de humedad. Este
método se ha propuesto como una alternativa mas econdmica y eficiente para la
produccion de celulasas, ya que utiliza residuos agroindustriales como sustratos de
bajo costo. En la SSF, los microorganismos tienen acceso directo al sustrato sélido,
lo que puede mejorar la produccion de enzimas (Bairagi, 2016).

Ambas estrategias, SmF y SSF, han demostrado ser efectivas para la

produccion de celulasas. La eleccion del método dependera de factores como la
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disponibilidad de sustratos, los requerimientos del proceso y los costos de
produccion. En general, la SSF se considera mas adecuada para la utilizacion de
residuos lignocelulésicos, mientras que la SmF permite un mayor control de las
condiciones de cultivo (Ellila et al., 2017).

Las celulasas comerciales del mercado mundial provienen de
microorganismos. La produccion de celulasas por microorganismos a escala
industrial es muy factible por la capacidad de controlar las fases de produccion de
la enzima; donde destacan las celulasas que provienen de hongos porque tienen
mayor actividad enzimatica en comparacion con otros microorganismos (Tabla 3 y
4) y porque pueden crecer en sustratos baratos. (Alvarez et al., 2014).

Los estudios presentados por Yoon y colaboradores (2019) demuestran la
aplicacion de celulasas para la produccion de biocombustibles; efectuando
fermentacion in situ del hongo Pycnoporus sanguineu junto a Saccharomyces
cerevisiae utilizando bagazo de caia, en donde el hongo logré producir celulasas
que permitieron la sacarificacion de la celulosa para liberar azicares que luego se

fermentaron para producir etanol por Saccharomyces cerevisiae.



Tabla 3

Produccion de celulasas por microorganismos celuloliticos
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Actividad Enzimatica

Referencia

Microorganismo Sustrato Método Tiempo
Trichoderma atroviride Residuos vegetales SSF 5 dias
Trichoderma reesei Casco de soja SSF 96 h
Aspergillus niger Salvado de trigo y paja de SSF 96 h

trigo

Aspergillus niger Residuos de fibra de coco SmF 72 h
Aspergillus niger Céscara de pifia SmF 48 h
Aspergillus sp. Paja de trigo SSF 7 dias
Aspergillus fumigatus Paja de arroz y salvado de SSF 4 dias

trigo

CMCase (178,92 U/g),
FPase (98,89 U/g)

19,3g/L

CMCase (14,8 U/g)

CMCase (8,89 U/g), FPase
(3,56 U/g)

celulasa (0,92 U/mL)

CMCase (487U/mL), FPase
(79 U/mL
CMCasa (14,7 U/g), B-
glucosidasa (8,51 U/g),
FPasa (0,93 U/g)

Bairagi, (2016)

Ellila et al., (2017)

Jecu, (2000)

Mrudula y
Murugamm, (2011)
Kannahi y
Elangeswari, (2015)
Hammad et al.,
(2010)

Sherief et al., (2010)

SSF: Fermentacion sumergida
SmF: Fermentacion en estado soélido




Tabla 4

Microorganismos y propiedades celuloliticas
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Especie microbiana Fuente Enzima Caracteristicas Referencias
: . Residuos Endoglucanasa y - o Buenrostro et al.,
Streptomyces griseoaurantiacus municipales alucosidasa pH hasta 11 y 45°C (2000)
. . o Sedimentos CMCase, FPase, o Gaitan y Perez,
Bacillus subtilis subsp. Subtilis marinos cellobiase 50°C (2007)
. CMCase y o Gaitan y Perez,
Bacillus sp. Suelo avicelasa pH 4y 60°C (2007)
Bacillus licheniformis P(?ZO? CMCase Termoes:[)able (60-80 Kiio et al., (2016)
geotérmicos O)
. Andrade et al.,
Trichoderma sp. Suelo Celulasa pH 3 2011
. o Mohammed y
Aspergillus sp. Suelo CMCase pH 5y 70°C Fagade (2010)
g Endogl'uce'masa con pH 4y 80°C Brienzo et al.,
Talaromyces emersonii Suelo celobiohidrolasa
y FPase Termoestable (2008)
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Entre los microorganismos empleados, son los hongos filamentosos que, por
la formacion de hifas, les permiten colonizar matrices solidas y ser mas eficientes,
secretan enzimas hidroliticas, tienen tolerancia a baja actividad del agua y

resistencia a condiciones de alta presion osmética (Ferrer, 2011).

2.2.6 Medicion de actividad enzimatica

La actividad enzimatica se refiere a la capacidad de una enzima para
catalizar una reaccién quimica especifica. Las enzimas son proteinas que actian
como biocatalizadores, acelerando las tasas de reaccion. La actividad enzimatica es
fundamental para numerosos procesos biologicos y tiene aplicaciones significativas
en diversos campos como la industria, la medicina y la investigacion (Vilches,
2002).

La actividad enzimatica se puede medir cualitativa y cuantitativamente,

dependiendo de los objetivos del estudio y de las técnicas disponibles.

Actividad enzimadtica cualitativa

La actividad enzimatica cualitativa se refiere a la deteccion de la presencia
de una enzima y a menudo se utiliza para identificar la produccion en medios
solidos, como agar o en placas de Petri. Algunos métodos cualitativos comunes

incluyen:
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e Formacion de halo: Se observa la formacion de una zona transparente
alrededor de la colonia bacteriana en medio so6lido que indica la
actividad enzimatica.

e Tincion especifica: Se utilizan reactivos que cambian de color en
presencia de ciertas enzimas, permitiendo la visualizacion de la

actividad en medios s6lidos. Carrasco et al., (2016).

Actividad enzimdtica cuantitativa

La actividad enzimadtica cuantitativa implica la medicion precisa de la
cantidad de producto formado por la enzima en un periodo de tiempo especifico.
Estos métodos se basan en técnicas espectrofotométricas, cromatograficas o de
otras formas de deteccidon que permiten una cuantificacion precisa de la actividad
enzimatica (Najeeb et al., 2015). La medida de la velocidad de una reaccién
catalizada por una enzima se da por la mezcla de soluciones de sustrato y de enzima
pura apropiada, tiempo cero, en condiciones isotérmicas, con una solucion
amortiguadora (tampodn) para controlar el pH. (Bradford M., 1976). La medicion de
las concentraciones de sustrato y producto es cuantificada mediante técnicas
espectrofotométricas.

Se suele expresar la actividad enzimatica especifica de diferentes maneras.
Ejemplo en unidades enzimaticas arbitrarias por pmoles, donde la unidad

enzimatica esta relacionada con la descomposicion o formacion de cierto sustrato o
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producto en cierto tiempo, en términos de la velocidad constante de reaccion por
umoles de enzima. Una unidad (U) de una enzima es definida como la cantidad que
catalizara la transformacion de 1 pmol de sustrato por minuto (Vilches, 2002).

La medicion de la celulasa total (se refiere a la actividad combinada de todas
las enzimas que participan en la degradacion de la celulosa), se emplea un método
espectrofotométrico que generalmente implica la cuantificacion del azucar liberado
como producto de la hidrolisis de la celulosa. Se utiliza un sustrato de celulosa como
el papel filtro, que es facilmente hidrolizable por diversas enzimas celuloliticas
(Najeeb et al., 2015)

La medicion de la actividad de Endoglucanasa se realiza de manera similar
a la celulasa total, pero se centra en su capacidad para romper los enlaces
glucosidicos dentro de las cadenas de celulosa. Se utiliza un sustrato de celulosa
que puede ser afectado por la endoglucanasa, como el CMC (Tabla 5), luego se
mide la liberacién de productos solubles de celulosa y se cuantifica utilizando
métodos espectrofotométricos (Carrasco et al., 2016).

En la medicion de la actividad de B-glucosidasa se utiliza un sustrato que
contiene un grupo B-glucosidico susceptible a la hidrolisis por la B-glucosidasa
como p-nitrofenil-B-D-glucopiranosido (p-NPG) o 4-metilumbeliferil-p-D-
glucopiranosido (MUG). La medicion del producto liberado como p-nitrofenol (en
el caso de p-NPG) o 4-metilumbeliferona (en el caso de MUG) se mide

espectrofotométricamente a una longitud de onda especifica. Estos compuestos
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tienen propiedades absorbentes que permiten cuantificar la cantidad de producto
formado (Fortes et al., 2010).

La medicion de la actividad Exoglucanasa permite conocer la capacidad de
la enzima para liberar glucosa de los extremos de las cadenas de celulosa. Se emplea
un sustrato que tenga extremos libres de celulosa, como la celobiosa o la celulosa
cristalina (Tabla 5). La liberacion de glucosa o celobiosa se mide
espectrofotométricamente o mediante técnicas cromatograficas para cuantificar la

actividad exoglucanasa (Ardhi y Sulistyarsi, 2017)

Tabla §

Métodos para la determinacion de actividades enzimaticas.

Cuantificacion Sustrato Referencia
Celulasa total ~ Papel de filtro Wathman N°1 Najeeb et al., (2015)
Endoglucanasa Carboximetil celulasa Carrasco et al., (2016)

Ardhi y Sulistyarsi

Exoglucanasas Avicel® (2017)

- glucosidasas p-nitrofenil-a-D-glucopiranosida Fortes et al., (2010)
Endoglucanasa Azo-CM-celulosa Sena et al., (2011)




33

CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipoy diseiio del estudio

El 4rea donde se tomaron las muestras de material en proceso de compostaje
fue la planta de compostaje de Ciudad Nueva y la planta de la Municipalidad de
Tacna. La ejecucion de los procedimientos experimentales de aislamiento se hizo
en el Laboratorio de Biotecnologia enzimatica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.

En el presente estudio se aislaron 8 hongos obtenidos de material
compostado en fase termofila, que luego de una seleccion por evaluacion de la
actividad celulolitica, solo dos cepas fueron elegidas para ensayos de fermentacion
y una de ellas para la subsiguiente caracterizacion de la celulasa.

Ademas, se identifico molecularmente las cepas seleccionadas para los
ensayos de fermentacion y se caracterizo la enzima producida (en términos de pH,

temperatura y termoestabilidad).

3.1.1 Poblacion y muestra
La poblacion estuvo constituida por todas las cepas de hongos que crecen
en la fase termofila del compostaje y cuyo numero es desconocido. Una muestra de

8 cepas fungicas, fueron extraidas en funcion de los limites nutricionales del medio
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de cultivo y las condiciones aplicadas en el ensayo de aislamiento. De entre los
aislados solo 5 tenian capacidad de producir celulasas, segun ensayo de seleccion

de hongos con capacidad celulolitica.

3.1.2 Diseiios estadisticos de los experimentos

El tipo de investigacion fue descriptiva porque tiene como propdsito
describir los datos y caracteristicas observadas de un determinado fenomeno de
estudio.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se tomaron datos
representativos como sus valores medios. Estos datos se organizaron mediante
estadistica descriptiva segun la procedencia cualitativa o cuantitativa de la variable
o indicador medido. Se incluyeron analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de
comparacion para destacar las medias como diferentes o mejores de acuerdo con
los grupos homogéneos obtenidos entre los cuales existe diferencia significativa.
En consecuencia, los ensayos cualitativos de observacion, presencia o ausencia de
halos que indicaron actividad celulolitica, se procesaron mediante un ANOVA de

un factor y se aplico la prueba de multiples rangos de Duncan.
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3.1.3 Operacionalizacion de variables

En este estudio se trabajo con variables descriptivas (caracteristicas
macroscopicas 'y microscopicas, produccion de celulasa, caracteristicas
bioquimicas de la celulasa).

o Aislamiento e identificacion de hongos celuloliticos del compost en fase
termdfila.

Las wvariables son cualitativas nominales como la identidad del
microorganismo; morfologia de la colonia, etc.

e Seleccion de cepas fungicas con mayor produccion de celulasa.

Las variables son cualitativas nominales, mediante la deteccion de actividad
celulolitica de presencia o ausencia de halos.

e Produccion de celulasa fungica utilizando residuos vegetales.

Se evaluaran variables cuantitativas a través de la medicion de la actividad
enzimatica especifica expresada en U, una unidad de una enzima (definida como la
cantidad que catalizara la transformacion de 1 umol de sustrato por minuto).

e Caracterizacion de celulasa fungica para su bioprospeccion.

En este componente, se obtuvieron valores cuantitativos de como sera el

comportamiento de la enzima celulasa obtenida; evaluando pH, temperatura y

termoestabilidad.



Tabla 6

Operacionalizacion de las variables de estudio

Variables Indicador Esca-l a. fle
medicion
Variable - Concentracion de la cepa conidios/mL
independiente: fingica
Hongo - Relacion porcentual indculo % (V/V)
/ Medio de produccion.
Variable - Actividad enzimatica U/mL
dependiente: catalitica
Produccion de
celulasa - Actividad enzimatica U/mg
especifica
- Rendimiento U/gss

3.2 Materiales

3.2.1

Material de laboratorio

*  Micropipetas (0,5-10; 5-50; 20-200; 100-1000 pL)

* Dispensador de liquidos

* Matraces de Erlenmeyer (50, 100, 250, 500, 1000 mL)

* Probetas (25, 50, 100, 500 y 1000 mL)

* Vasos de precipitados (50, 100, 250, 500, 1000 mL)

* Tubos de ensayo
* Placas Petri

¢ Vernier

36



3.2.2 Material bioldgico
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Se utilizaron cepas fungicas provenientes de muestras del compost en fase

termofila, que fueron seleccionados en base su capacidad celulolitica determinada

cualitativa y cuantitativamente. Las mismas fueron procesadas en el Laboratorio de

Biotecnologia Enzimatica de la Facultad de Ciencias, Universidad Jorge Basadre

Grohmann.

3.2.3 Reactivos

Nombre

Marca

Acetato de sodio

Acido dinitrosalicilico (DNS)
Agar agar

Agar Czapek
Carboximetilcelulosa (CMC)
Celulosa microcristalina (CM)
Cloruro de sodio

Cloruro de calcio

Extracto de levadura

Fenol

Fosfato mono potésico

Merck
Acros Organics
Fisher
Oxoid
Merck
Sigma
Merck
Merck
Oxoid
Panreac

JT Baker



Nombre Marca
Glicerol Panreac
Lugol Merck
Metabisulfito de sodio Sigma
Papel filtro Whatman N°1 GE Healthcare
Peptona Fisher
Rojo de Congo HiMEDIA
Sacarosa Merck
Sulfato de amonio Merck
Sulfato de fierro Merck
Sulfato de magnesio Merck
Tartrato de sodio y potasio CDH
3.2.4 Equipos
Nombre Marca
Autoclave SHENAN
Balanza analitica A&D
Cabina de bioseguridad tipo A2 LABCONCO
Centrifuga refrigerada HETTICH
Cocinilla eléctrica FINEZZA
Horno esterilizador MMM
Incubadoras estaticas THERMO SCIENTIFIC
Lector de microplaca BIOTEK

38
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Nombre Marca
Licuadora OSTER
Microscopio tri ocular con cdmara EUROMEX
Potenciémetro (pHmetro) CONSORT
Ultracongeladora THERMO SCIENTIFIC
Vortex THERMO

3.3 Aislamiento de hongos filamentosos del compost

Se tomaron muestras en fase termofila de las plantas de compostaje de la
Municipalidad Provincial de Tacna y del Distrito de Ciudad Nueva.

La toma de muestra fue a una profundidad mayor a 40 cm en que la
temperatura de las pilas se encontrd a 45°C, 50°C, 60°C y 70°C. Se us6 bolsas de
polipropileno estériles y se transportaron en una caja de tecnopor hacia el
Laboratorio de Biotecnologia Enzimatica de la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann y se analizaron el mismo dia de recolectada la muestra.

El proceso de aislamiento se inicid, mezclando 10 g de muestra himeda con
90 mL de solucion salina estéril (NaCl) a 0,85 % y se homogenizo mediante

agitacion a 180 rpm a temperatura ambiente, por 30 minutos (Anastasi et al., 2005).
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A partir de la solucion homogenizada, se realizaron diluciones en serie
utilizando solucidn salina estéril (NaCl) a 0,85 % en tubos de 20 mL, desde 107! a
10 (volumen de 9 mL cada uno).

Para el proceso de siembra, se prepararon los medios de cultivo sélidos
siguientes: Agar papa dextrosa (PDA), Agar extracto de Malta (MEA), y Agar
Sacarosa con extracto de levadura (YES). Todos los medios fueron esterilizados
por autoclave a 121°C por 30 minutos. Después del autoclavado, se adiciond
cloranfenicol (50-100 mg/L) a los medios de cultivo en condiciones estériles
filtrando la solucidon utilizando una jeringa. Finalmente, los medios fueron
plaqueados en placas de Petri (15 mL) para su uso respectivo (Anastasi et al., 2005).

Luego se realiz6 la siembra por diseminacion en placa Petri utilizando asa
de Drigalski, el volumen del inoculo fue de 100 pL tomados de cada una de las
diluciones preparadas anteriormente (10! a 10#), se sembraron por duplicado en
los medios PDA, YES y MEA para cada una de las diluciones preparadas de las
pilas muestreadas (temperaturas de 45°C, 50°C, 60°C y 70°C).

Los cultivos se incubaron a temperaturas de 40°C, 50°C, 60°C y 70°C
durante 7 dias bajo camara humeda. Se hicieron revisiones de las placas para
observar el crecimiento de las colonias con frecuencia interdiaria (Anastasi et al.,
2005).

Una vez visualizado la aparicion de colonias se realizaron dos repiques

tomando como indculo una asada de la colonia aislada y preparando una suspension
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de conidios con una concentracion entre 50 — 100 esporas por mililitro
aproximadamente (el conteo de conidios fue en camara de Neubauer). Para ello se
hicieron varias diluciones, tomando 10 pL de la suspension preparada y agregando
90 pL de agua destilada mezclando con agitacion en vortex.

Se realizo la siembra por diseminacion con asa de Drigalski utilizando 100
puL (de una suspension de 50-100 esporas / mL) en placas con medio PDA que

fueron incubadas a 50°C durante 96 horas.

3.3.1 Cultivo monosporico

Las cepas fungicas fueron reactivadas en tubos de ensayo conteniendo 2 mL
de Caldo de Soya Tripticasa y se incubaron a 50°C durante 24 a 48 horas. Una vez
que los hongos formaron micelios, se realizo6 la siembra por puncién en angulo recto
en el centro de la placa conteniendo el medio de cultivo PDA, incubando a 50 °C

durante 5 - 7 dias hasta visualizar la esporulacion (Cafiedo, 2004).

Posteriormente, se preparé una solucion de Tween-80 al 0,1% (v/v) de la
siguiente manera: se tom6 10 mL de Tween-80 y se afiadieron 90 mL de agua
destilada; de esta solucion, se tomd 1 mL y se agregaron 99 mL adicionales de agua
destilada. Finalmente, esta solucion se esterilizd en autoclave a 121°C por 15

minutos (Cariedo, 2004).



42

Con un asa estéril, se arrastraron las esporas de las placas del hongo crecido
para suspenderlas en un microtubo que contenia 1 mL de la solucion de Tween al
0,1% y se agitod en un vortex durante 15 segundos para separar las esporas. Se
realizaron diluciones tomando 100 pL de la suspension anterior y agregando 900
pL de agua destilada, agitando nuevamente en vortex. Las esporas fueron contadas
en camara de Neubauer buscando obtener una suspensién con una concentracion
aproximada de 50 — 100 esporas por mililitro, para lo cual se realizaron varias

diluciones (Cafedo, 2004).

Luego, se realizo la siembra por diseminacién con el asa de Drigalsky
utilizando 100 pL de una suspension de 50-100 esporas/mL en placas con medio
PDA, las cuales fueron incubadas a 50°C durante 72 horas. Las colonias en
formacion se cortaron en todo el diametro y se transfirieron a viales con medio PDA
inclinado. Estos viales se incubaron durante 5 dias o hasta la esporulacion, luego se

etiquetaron y conservaron a 4°C (Cafiedo, 2004; Anastasi et al., 2005).

3.4 Seleccion cualitativa de hongos con capacidad celulolitica

A partir de los cultivos monosporicos se realizé la reactivacion y siembra
individual de cada hongo en placas conteniendo medio PDA para ser incubadas
durante un periodo de 5 dias a 50°C (Anastasi et al., 2005).

Se realiz6 la preseleccion de hongos segiin su capacidad de degradar

celulosa, para lo cual, se sembraron los hongos aislados utilizando la técnica de
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puncion en medio solido suplementado con Carboximetilcelulosa (CMC); el medio
estaba compuesto por: CMC 1%; NaNO3 0,2%; KoHPO4 0,1%; MgS04 0,05%; KCI
0,05%; peptona 0,02%; agar 1,7 %; se ajustd a pH 7). Las placas fueron incubadas
a 50 °C por 7 dias. Los ensayos se realizaron por triplicado (Anastasi et al., 2005).

Después del tiempo de incubacion, se inundaron las placas con solucion rojo
de Congo 0,1 % (p/v) por 20 minutos y luego se realizaron lavados agregando
cloruro de sodio a una concentracion de 1 M durante 20 minutos para visualizar los

halos de hidroélisis (Teather y Wood, 1982; Kasana et al., 2008).

3.4.1 Indice de hidrélisis enzimatica de hongos

Se determino el indice de hidrolisis enzimatico midiendo el didmetro de las
colonias y el didmetro del halo de hidroélisis para cada una de las cepas, para ello se
utiliz6 un vernier y se registraron las medidas en milimetros. Estas mediciones
permitieron calcular el indice de hidrélisis enzimatica segun el método descrito por

Ferbiyanto et al., (2015) como se detalla a continuacion:

indice enzimatico = (Diametro del halo — Dizmetro colonia) / DiAmetro colonia

La visualizacion de halos claros alrededor de las colonias en estudio usando

el sistema de difusion en placas con agar permitié la obtencion de promedios de

indices enzimaticos. Estos valores se compararon mediante la prueba de Duncan
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con objeto de separar grupos significativamente diferentes y de entre ellos se pudo

seleccionar por conveniencia al grupo de mayor actividad.

3.4.2 Influencia del pH en el crecimiento de hongos celuloliticos

Se prepar6 45 mL de medio Caldo Papa Dextrosa en matraces de 100 mL.
El pH de cada matraz Erlenmeyer se ajusté a tres tratamientos: pH 5, pH 7 y pH 10
utilizando Tampon acetato de sodio (pH 5), fosfato de sodio (pH 7), y Glicina
NaOH (pH 10). Posteriormente, el medio se esteriliz6 en autoclave (Henao et al.,
2006).

Para la preparacion del inoculo, se procedid a resuspender las esporas de los
hongos seleccionados en una solucion de Tween 80 al 0,1% utilizando un asa
esterilizada. Posteriormente, se llevd a cabo el conteo de esporas utilizando una
camara de Neubauer para determinar la concentracion del indculo, que se establecid
en 107 conidios/mL. Seguidamente, se prepard un volumen total de 5 mL de
in6culo, el cual fue transferido a matraces Erlenmeyer que contenian 45 mL de
medio Caldo Papa Dextrosa. Se incub6 a 50°C durante 5 dias. Finalmente, se filtro
el medio liquido y se secé el micelio (biomasa) a 60°C en el horno durante 1 hora

para luego ser pesado (Henao et al., 2006).
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3.4.3 Influencia de la temperatura en el crecimiento de hongos celuloliticos
Las esporas de los hongos seleccionados se resuspendieron en solucion
Tween 80 al 0,1% y se realizd el conteo en camara de Neubauer para determinar la
concentracion del indculo, que estuvo compuesto por 107 conidios/mL. El volumen
de inoculo preparado fue de 5 mL, los cuales fueron agregados a matraces
Erlenmeyer con 45 mL de medio Caldo Papa Dextrosa ajustado a pH 5 con Tampon
acetato de sodio (previamente esterilizado). Se procedidé a incubar a diferentes
temperaturas: 40°C, 50°C, 60°C, 70°C y 80°C durante 5 dias. Al finalizar el tiempo
de incubacion, se filtré el medio liquido y se seco el micelio (biomasa) a 60°C en
el horno durante 1 hora, para posteriormente ser pesado segiin el método descrito

por Henao et al., 2006.

3.4.4 Capacidad de crecimiento de los hongos celuloliticos

Luego de determinar las condiciones de pH y temperatura Optima para el
crecimiento; los hongos aislados se sembraron por puncién en medio Agar PDA a
pH 5 e incubados a 50°C por 8 dias, durante cada dia se midio el crecimiento radial

(Gabiatti et al., 2005; Vega, 2020).

3.5 Identificacion de cepa fungica productora de celulasa
La seleccion de los hongos celuloliticos fue establecida en base a los indices

enzimaticos obtenidos, tomando como hongos candidatos a aquellos que
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presentaron los valores mas altos. El siguiente criterio de seleccion fue el
crecimiento de los hongos a distintas condiciones de pH y distintas condiciones de
temperatura, donde se determind los valores optimos. Finalmente se evidencid y
evalu6 el perfil de crecimiento de los hongos hasta el octavo dia utilizando las

condiciones Optimas determinadas anteriormente (Gabiatti et al., 2005).

3.5.1 Caracterizacion macroscopica

Las cepas FC-5 y FC-13 que presentaron actividad de celulasa por la
presencia de zonas de hidrélisis determinada cualitativamente; fueron
seleccionadas para identificar el género y posiblemente la especie, se utilizo clave
taxondmica donde se consideraron caracteristicas tanto macroscopicas como
microscopicas para la cepa FC-5 (Anexo 12). Los aislamientos de cada cepa fueron
examinados en varios medios de cultivo como PDA, Agar extracto de malta (MEA),
Agar Autolisado de levadura Czapek (CYA) y Agar sacarosa extracto de levadura
(YES), con el fin de caracterizar macroscOpicamente e inducir estructuras de
reproduccion. Los cultivos fueron incubados a 50°C durante 5 dias, y se registro el
crecimiento de las colonias, anotando detalles como la forma, superficie, borde,

pigmentacion y textura de las colonias. (Wabusya y Vicent, 2015; Vega 2020).
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3.5.2 Caracterizacion microscopica

Se utilizd colonias aisladas a partir de cultivo monosporico, que fueron
reactivadas en Caldo de soya tripticasa a 50°C durante 2 dias, luego se realizo la
siembra en placas con medio PDA e incubadas durante 7 dias a 50°C, se tomo una
asada del micelio y se coloco esparciendo sobre una lamina portaobjetos que
contuvo una gota de azul de lactofenol. Se visualizaron en microscopio Optico
compuesto de luz blanca en inmersion las siguientes estructuras: hifas, conidiéforo,
métula, fidlide y conidios. Se anotaron la forma que presentaban y para el tamafo
se tomaron cinco medidas promedio del largo x ancho. (Herrera et al., 2005; Vega,
2020).

Posteriormente, ser confrontadas con las descripciones reportadas por los
autores en la literatura sobre identificacion de hongos filamentosos. La literatura

que se utilizo fue: Barnett y Hunter, 1972; Samson et al., 2000; Samson et al., 2004.

3.5.3 Identificacion molecular

La identificacion de los hongos fue realizada mediante analisis de
secuencias de la region ITS. Esta seccion involucrd las siguientes actividades,
primero, se extrajo el ADN gendmico, luego, se generaron amplicones ITS que se
enviaron por servicio de secuenciacion y después se procesaron y analizaron las

secuencias mediante programas bioinformaticos (Ezeonuegbu et al., 2022).
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3.5.3.1 Extraccion de ADN genomico

La extracciéon de ADN gendmico de los hongos seleccionados con mayor
actividad de celulasa (cepas FC-5 y FC-13) se realizé a partir de micelio joven
crecido a 50 °C durante 72 horas. Se utilizd el protocolo recomendado y
especificado en el kit comercial E.Z.N.A.® Fungal DNA Mini Kit (Cat. D3390-01,
Omega Bio-tek), el tamafio de las muestras de micelio se limitd a un peso < 200
mg, el cual se colocd en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL y se congeld
sumergiéndolo en nitrégeno liquido, enseguida, el tejido se tritur6 con micro
pistilos (Cat 1194N23, Thomas Scientific) y se prosiguio con los procedimientos
especificados por el fabricante del kit comercial (Anexo 6). El ADN extraido se
sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 1 % (p/v) para comprobar su
integridad. Ademas, se cuantifico la concentracion de ADN utilizando un lector
TAKE3 en Epoch2, mediante la lectura de absorbancias a longitudes de onda de
260, 280 y 320 nm. Se utiliz6 la relacion 260/280 para evaluar la pureza del ADN,

considerandose un valor 6ptimo a partir de 1,7.

3.5.3.2 Amplificacion de productos por PCR

El ADN gendomico se utilizd para ejecutar la reacciéon en cadena de la
polimerasa utilizando el kit KOD Hot Start Master Mix (Sigma-Aldrich, Cat.
71842) segin protocolo y especificacion del fabricante. La reaccion de

amplificacion estuvo compuesta por 5 pL. de ADN, 1,5 pL de primers forward y
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reverse (10 uM), 25 uL. de KOD Hot Start Master Mix, 17 pL de agua libre de
nucleasas; para un volumen total de 50 puL (Ezeonuegbu et al., 2022).

Los parametros de temperatura y ciclos del PCR fueron: desnaturalizacion
inicial a 95°C por 2 minutos; seguido de 39 ciclos de desnaturalizacion de 95°C por
20 segundos, anillamiento de 52°C por 15 segundos, extension de 70°C por 35
segundos; y extension final de 40°C por 10 segundos (Ezeonuegbu et al., 2022).
Los productos de amplificacion se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Se utilizd6 marcador de peso molecular HighRanger 1 kb DNA
Ladder (NORGEN Biotek Corp.). Las muestras se almacenaron a -20°C. Los
productos amplificados de concentracion y calidad adecuada se enviaron mediante
servicio a la empresa Macrogen - Corea del Sur para el proceso de secuenciacion

por el método de Sanger.

3.5.3.3 Procesamiento de secuencias y analisis bioinformatico

La secuencia de nucledtidos forward y reverse se analizaron para la
elaboracion de la secuencia consenso mediante el trimado y ensamblado utilizando
el software MEGA v11.0.10. Se hizo el andlisis y comparacion de las secuencias
obtenidas (secuencias en consulta) con las disponibles en la base de datos
(rRNA_typestrains/ITS RefSeq Fungi) del NCBI utilizando BLAST (Herramienta de

busqueda de alineacion local basica).
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Para el andlisis filogenético, se consideraron 15 secuencias de referencia de
regiones ITS de la base de datos del NCBI que fueron cercanas en porcentaje de
similitud. Estas secuencias se descargaron en formato FASTA y luego se alinearon
junto a la secuencia de las cepas FC-5 y FC-13 a través del programa Mega 11
(Tamura et al., 2021) utilizando la herramienta ClustalW, con un valor 50 para Gap
Opening Penalty y 10 para Gap Extension Penalty, tanto para el alineamiento por
pares y el alineamiento multiple. Se determiné el mejor modelo para la inferencia
filogenética mediante la herramienta Models, disponible en el mismo programa y
se generd un arbol filogenético basado en la méxima verosimilitud con un analisis

Bootstrap para 500 réplicas (Ezeonuegbu et al., 2022).

3.6 Produccion de celulasa fungica utilizando residuo vegetal

Se eligieron 2 cepas con mayor indice enzimatico (FC-5 y FC-13), las cuales
se inocularon en medios fermentativos suplementados con residuos vegetales:
mazorca de maiz, hojas de perejil, hojas de betarraga; que fueron recolectados como
residuos organicos vegetales de los contenedores del Mercado Grau de Tacna.

Previamente, los residuos vegetales fueron cortados en trozos de 10 cm y
secados a una temperatura de 50 °C en horno durante 5 horas. Se usé un molino
(GRONDOY, GR-PV40B) hasta obtener un polvo de particulas finas, realizando

este procedimiento hasta 2 veces, para finalmente almacenar el sustrato pulverizado
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en pequenios frascos debidamente cerrados y conservados a temperatura ambiente
en un desecador (Talekar et al., 2011).

El medio de fermentacion fue el de Mandels-Weber (para 100 mL: urea 0,03
g; (NH4)2S04 0,14 g; KH2PO4 0,2 g; CaCl» 0,03 g; MgSO4 0,03 g; extracto levadura
0,025 g; peptona 0,075 g) ajustado a pH 5; sustrato (residuo vegetal) al 1,5 %
esparcido en el fondo de un matraz Erlenmeyer de 100 mL). Se agregd 0,1 mL de
solucion trazas (FeSO.7H,0 50 mg; CoClx 200 mg; MnSO4 16 mg; ZnSO4 14 mg
disueltos en 10 mL de agua destilada) para cada 100 mL de medio Mandels-Weber
final y se esterilizo en autoclave. El indculo agregado al medio fermentativo fue del
5% (v/v), estuvo constituido de una solucion de 107 conidios/mL (Bonilla, 2020).

La preparacion del inoculo fue de la siguiente manera: con el asa se
arrastraron las esporas de las placas del hongo crecido para suspenderlas en un
microtubo con 1 mL de la solucion Tween al 0,1 % y se agitd en un vortex durante
15 segundos para que se separen las esporas. Se realizaron las diluciones tomando
100 uL de la suspension anterior agregando 900 pL de solucion salina y agitando
en vortex. Se contaron las esporas en camara de Neubauer.

El campo de conteo que se utilizé fue de acuerdo con el tamafio de los
conidios del hongo con el que se trabajo. El conteo se realizéd en los cuatro cuadros
de las esquinas (A, B, C, D) mas el cuadro del centro (E) y se repiti6 por lo menos

seis veces y se sacO un promedio (Gilchrist et al., 2005).
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Figura 6

Conformacion interna de camara de Neubauer

Nota: Adaptado de Guia practica para la identificacion de algunas

enfermedades de trigo y cebada, por Gilchrist et al., 2005.

Con los datos obtenidos, se calcul6 un valor de la media; éste se multiplicd

por una constante (10 000) que fue el de la camara de Neubauer. De ese producto

se obtuvo la concentracion en conidios/mL, entonces:

Promedio obtenido x constante = concentracion en conidios/mL

La fermentacion se realizé a 50 °C y se tomaron muestras de 1,5 mL del

extracto crudo en microtubos cada 24 horas durante 7 dias y se determiné la
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actividad de la enzima medida por determinacion de azlicares reductores liberados
en reaccion por el método del DNS (Siqueira et al., 2020). Se prepar6 una curva de
calibracion utilizando patron de glucosa 4,32 mg/mL para generar diluciones de

0,48; 0,96; 1,44; 1,92; 2,4; 2,88; 3,36; 3,84; 4,32; 4,8 umol/mL.

3.6.1 Obtencion del extracto crudo enzimatico

Una vez que se determino el valor maximo de actividad enzimatica al
séptimo dia de iniciada la fermentacion se procedioé a colocar 1,5 mL de extracto
crudo en varios tubos eppendorf y se centrifugd a 6000 rpm por 15 a 20 minutos a
10°C. Posteriormente se separd las fases, recuperando el sobrenadante y
descartando el precipitado (Baig y Saleem, 2012); dicho sobrenadante se pasé por

embudo con papel filtro para eliminar residuos no deseados.

3.6.2 Determinacion de proteinas totales

La determinacion de proteinas se realiz6 por el método de Bradford donde
la cuantificacion con un colorante, el Azul de Coomassie G-250, a la proteina y la
comparacion de esta union con la de diferentes cantidades de una proteina estandar
Albumina de Suero Bovino (BSA) permitié determinar la grafica de la absorbancia
vs la concentracion de proteinas, obteniendo una curva de calibracion de la proteina
estandar. Con esta curva de calibracion, se logrd interpolar la concentracion de

proteinas en una muestra al medir su absorbancia a 595 nm.
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La reaccion fue una mezcla de 20 pL. de muestra de extracto crudo y 200 pL
de reactivo de Bradford, enseguida se incub6 por 2 minutos para asegurar el final
de la reaccion; finalmente se realizd la lectura de absorbancia a una longitud de

onda de 595 nm. (Anexo 9).

3.6.3 Determinacion de la actividad catalitica

La actividad de celulasa total (FPasa, actividad sobre papel filtro) se
determind mediante la cuantificacion glucosa liberada cuando el extracto crudo se
expuso a pequefios discos papel filtro Whatman No.1 (didmetro 9 cm, tamafio de
poro 11 um), El procedimiento se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por
Ghose (1987), el volumen final de reaccion fue de 62 pL en donde se calculo el
contenido de azucares reductores por el método del DNS (Siqueira et al., 2020).

Los volumenes de la reaccion se detallan en la Tabla 7.



Tabla 7

Ensayo para determinacion de actividad enzimatica de celulasas totales
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(FPU).
Blanco Blanco Blanco de Enzima
] del del .
Reactivos reactivo  Sustrato la Enzima Sustrato
BE ES
Tampdn Acetato de
Sodio pHS 100 mM 0 41k 4t 41 ub
Papel Filtro
Whatman N°1 0 1 disco 0 1 disco
(disco)
Extracto enzimatico 0 0 21 L 21 L
Agua destilada (uL) 62 uL 21 uL 0 0
Total 62 uL 62 uL 62 uL 62 uL
Incubar a 60 °C por 60 minutos
Reactivo DNS (pL) 122 ul 122 uL 122 uL 122 uL

Bafio de agua hirviendo por 5 min, inmediatamente enfriarlos en agua fria.
Trasvasar 100 pL de reaccion a microplaca transparente de fondo plano
Agua destilada (uL) 100 pL 100 uL 100 pL 100 uL

Lectura A 540 nm

La actividad catalitica fue calculada mediante lo siguiente:

FPU = AR liberados x Vrx/(Venz *t x d)
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Donde:

FPU: Expresada en U/mL

AR: Azucares reductores

d: Dilucion a la cual se trabajo la enzima
Vrx: Volumen de reaccion

Venz: Volumen de enzima

t: tiempo de reaccion

3.6.4 Determinacion de la actividad especifica
Se calcul6 al dividir la actividad catalitica con el contenido proteico de la

dilucién de enzima empleado en la reaccion:

Actividad catalitica (U/mL)
Concentracion proteina (mg/mlL)

FPU (U/mg) =

3.6.5 Determinacion del rendimiento
Se calcul6 dividiendo las unidades totales de enzima producida de todo el
extracto crudo entre los gramos de sustrato seco utilizados al inicio de la

fermentacion, como se indica:

Actividad total (U)
Sustrato vegetal seco (g)

R (U/g) =
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3.7 Caracterizacion de la enzima celulasa

En una primera etapa se realizo la produccion de celulasa de la cepa FC-05
seleccionada, el medio de produccion estuvo compuesto por 1,5 % (p/v) del sustrato
organico en el que se observo mayor actividad (hojas de perejil molido); el cual fue
lavado y desinfectado previamente para luego iniciar con el pretratamiento.

Se prepar6 matraces con 100 mL de solucion Mandels-Weber ya detallado
anteriormente, el inéculo agregado al medio fermentativo fue del 5% (v/v) y estuvo
constituido de una solucion de 107 conidios/mL. La fermentacion se realizé a 50 °C
durante 7 dias.

Se trasvaso el extracto crudo en tubos falcon de 50 mL y se centrifugd a
6000 rpm por 15 a 20 minutos. Posteriormente se separd las fases, recuperando el
sobrenadante y descartando el precipitado; dicho sobrenadante se pas6 por embudo
con papel filtro para eliminar residuos no deseados. Se almaceno en tubos falcon

para concentrar la enzima.

3.7.1 Fraccionamiento por sulfato de amonio

El extracto crudo de la enzima celulasa se obtuvo mediante la centrifugacion
del medio fermentativo a 6000 rpm por 15 a 20 minutos a 10°C. El método de
fraccionamiento con sulfato de amonio se realiz6 basaindonos en Kamble y Jadhav
(2012). Se disolvio sulfato de amonio solido con 100 mL de extracto crudo en

agitacion a 200 rpm a 4°C; llevando a unas concentraciones de 35%, 45% y 55%
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(p/v) gradualmente. Luego los precipitados y el sobrenadante se separaron mediante
centrifugacion de microtubos con 1,5 mL de solucion a 12 000 rpm por 5 minutos
a 10°C. Se recolectd los sobrenadantes y se registrd la cantidad para continuar con
la siguiente concentracion de sulfato de amonio.

El precipitado se resuspendi6 con tampon Tris HClI 50 mM pH 7;
recuperando todos los precipitados y colocandolos en dispositivo de filtracion
tangecial (Amicon 10 KDa), sobre ello se agregd 2 mL de tampén Tris HCI 25 mM
pH 7, se resuspendio y centrifugd a 8000 rpm. Se repitid los lavados en el Amicén
10 veces. Se tomo6 muestra del eluido y se midi6 actividad enzimatica. La enzima
precipitada en el Amicon se diluyd con tampon acetato de sodio (pH 5,0) y se midio
su actividad enzimatica para estimar la concentracion critica de sulfato de amonio

a la cual ocurre la precipitacion, conocida como concentracion de saturacion.

3.7.2 Efecto del pH sobre la actividad celulasa

Se prepar6 los tampones acetato de sodio (pH 4 y pH 5), fosfato de sodio
(pH 6 y pH 7), Tris-HCI (pH 8), Glicina NaOH (pH 9 y pH 10); para la
caracterizacion de la enzima celulasa (Sulyman et al., 2020). La reaccion se realizd
en una placa termorresistente preparando lo siguiente: un blanco reactivo (BR) con
62 uL de agua destilada; un blanco sustrato (BS) de 41 uL de Tampon acetato de
sodio pH 5 a 100 mM con 21 pL de agua destilada y un disco de papel filtro

Whatman (diametro 9 cm, tamafio de poro 11 pm); blanco de la enzima (BE) de 21
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uL de enzima con 41 pL de tampdn acetato de sodio pH 5 a 100 mM; y la mezcla
enzima sustrato (ES) de 41 pL de tampon acetato de sodio pH 5 a 100 mM con 21
uL de enzima. Se incubo la placa a 60°C por 60 minutos, y luego se agregd 122 L
de DNS para poner a hervir 5 min en bafio de agua hirviendo, se dejé enfriar para
luego trasvasar 100 pL de reaccion a microplaca transparente de fondo plano.
Finalmente se agrego 100 pL de agua destilada y realiz6 la lectura de absorbancias
a una longitud de onda de 540 nm.

Las lecturas de cada pocillo se obtuvieron restando el blanco de reactivo
(BR) de forma automatica en el equipo. La absorbancia neta fue de la siguiente
manera: LN = ES — (BE+ BS).

Se determind la concentracion de azucares reductores [AR] utilizando la
curva estandar de glucosa con la ecuacidon de regresion encontrada previamente.
Finalmente, la actividad enzimatica de celulasas fue calculada mediante la siguiente
expresion:

Glucosa (umol/mL) x Vol. reacciéon (mL) x Dilucién™t

Act. enzimatica (U = : — - v ;
( /mL) Vol. solucién enzimatica (mL) x Tiempo de reaccion (min)

Los resultados de actividad celulasa fueron expresados en U/mL.
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3.7.3 Efecto de la temperatura sobre la actividad celulasa

Se prepar6 reacciones enzimaticas para temperaturas de 40°C, 50°C, 60°C,
70°C y 80°C, utilizando el tampon acetato pH 5 y sustrato papel filtro Whatman
N°1, (Maheshwari et al., 2000). La reaccion se realizo en una placa termorresistente
preparando lo siguiente: un blanco reactivo (BR) con 62 uL de agua destilada; un
blanco sustrato (BS) de 41 pL de tampdn fosfato de sodio pH 5 a 100 mM con 21
uL de agua destilada y un disco de papel filtro Whatman.

Los ensayos se hicieron por triplicado, se preparé el blanco de la enzima
(BE) conformado por: 21 pL de enzima con 41 pL de tampon acetato de sodio pH
5 a 100 mM; y la mezcla enzima sustrato (ES) de 41 pL de tampon acetato de sodio
pH 5 a 100 mM con 21 pL de enzima. Se incub6 la placa a 60°C por 60 minutos, y
luego se agregd 122 pl. de DNS para poner a hervir 5 min en bafio de agua
hirviendo, se dejo enfriar para luego trasvasar 100 pL de reaccion a microplaca
transparente de fondo plano. Finalmente se agregé 100 pL de agua destilada y

realiz¢ la lectura de absorbancias a una longitud de onda de 540 nm (Liibeck, 2018).

3.7.4 Termoestabilidad de la enzima celulasa

Se coloco 40 pL de enzima en tubos PCR de 0,2 mL y se incubaron a 5
temperaturas distintas: 40°C, 50°C, 60°C, 70°C y 80°C. Con ayuda de una
micropipeta multicanal se colocd 21 pL de la enzima sobre 41 pL. de tampon acetato

de sodio pH 5 a 100 mM y un disco de papel filtro Whatman N°1 para iniciar la
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reaccion enzimatica, se procedié a rotular temperatura y anotar la hora de inicio
(Abdullah et al., 2021). Se recolectd las soluciones enzimaticas a diferentes
tiempos: t1 (30 minutos), t2 (60 minutos), t3 (120 minutos), t4 (240 minutos), t5
(300 minutos). La actividad se determiné segun la Tabla 7.

La reaccion se realizo en una placa termorresistente preparando: un blanco
reactivo (BR) con 62 puL de agua destilada; un blanco sustrato (BS) de 41 uL de
tampon acetato de sodio pH 5 a 100 mM con 21 pL de agua destilada y un disco de
papel filtro Whatman N°1. Se realizaron los ensayos por triplicado; se incub¢ la
placa a 60°C por 60 minutos, y luego se agreg6 122 ul. de DNS para poner a hervir
5 min en bafio de agua hirviendo, se dejé enfriar para luego trasvasar 100 pL de
reaccion a microplaca transparente de fondo plano. Finalmente se agregé 100 pL
de agua destilada y realizo la lectura de absorbancias a una longitud de onda de 540

nm (Liibeck, 2018).
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Aislamiento de hongos filamentosos del compost

Se aislaron un total de 8 hongos del area de compostaje a una profundidad
de 40 cm donde las temperaturas se encontraban entre 50° y 60°C. Las cepas de
hongos fueron conservadas en viales con PDA a 8°C (Anexo 3), a partir de la
preparacion de cultivos monospdricos. Luego se realizaron las reactivaciones para
todos los procedimientos experimentales. La figura 7 muestra el crecimiento de

todos los hongos aislados sobre agar PDA.
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Figura 7

Hongos aislados del compost en placas con PDA

(1A) (1B)
(2A) (2B)

Nota. Vista anverso (1A, 2A) y reverso (1B, 2B) de las cepas FC-2, FC-3;
respectivamente.
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Figura 7

Hongos aislados del compost en placas con PDA

(3A) (3B)

(4B)

(5A) (5B)

Nota. Vista anverso (3A, 4A, 5A) y reverso (3B, 4B, 5B) de los hongos
FC-4, FC-5, FC-7; respectivamente.
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Figura 7

Hongos aislados del compost en placas con PDA

(6B)
(7B)
(8A) (8B)

Nota. Vista anverso (6A, 7A, 8A) y reverso (6B, 7B, 8B) de los hongos
FC-8, FC-9, FC-13; respectivamente.
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4.2. Seleccion cualitativa de hongos con capacidad celulolitica

La evaluacion de actividad celulolitica cualitativa tuvo como base de criterio
de seleccion la hidrolisis de CMC, es decir, la visualizacion de halos claros
alrededor de las colonias en estudio usando el sistema de difusion en placas con
agar CMC como se observa su crecimiento en el Anexo 4. Esto permitid la
obtencion de promedios de indices enzimaticos.

El primer criterio de seleccion se centrd en el indice enzimatico; se
seleccionaron aquellos hongos que mostraron valores elevados para llevar a cabo el
estudio de parametros de crecimiento. Estos parametros incluyeron la influencia del

pH y la influencia de la temperatura.

4.2.1 (indice de hidrolisis enzimatico de hongos

Los hongos presentaron halos de hidrdlisis con distintos didmetros
indicando la presencia de degradacion de CMC. Los valores de los didmetros de
hidrolisis (expresados en milimetros) de cada hongo, se muestran en las Tabla 27 y

28, y fueron utilizados para calcular el indice de hidrolisis enzimatico (Anexo 4).
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Figura 8

Revelado de celulasas con rojo de congo 0,1 %

(3A) (4A)

Nota. Vista anverso 1A, 2A, 3A, 4A, (cepas FC-2, FC-3, FC-4, FC-5,
respectivamente).



Figura 8

Revelado de celulasas con rojo de congo 0,1 %

(6A)

(7A) '

Nota. Vista anverso 5A, 6A, 7A, 8A, (cepas FC-7, FC-8, FC-9, FC-13,
respectivamente).
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Tabla 8

Indice de hidrélisis enzimatico de hongos aislados del compost

Indice de hidrélisis enzimatico Desviacion  Coeficiente de
Hongo . estandar Variacion
I 1T I Promedio (DS) (CV)
FC-2 0,200 0,333 0,100 0,211 0,117 0,5545
FC-3 0,067 0,067 0,133 0,089 0,038 0,4270
FC-4 0,091 0,182 0,100 0,124 0,050 0,4032
FC-5 1,481 1,519 1,429 1,476 0,045 0,0305
FC-7 1,286 1,091 1,238 1,205 0,102 0,0846
FC-8 1,034 1,192 1,111 1,113 0,079 0,0710
FC-9 1,120 1,167 1,167 1,151 0,027 0,0235
FC-13 1,429 1,429 1,409 1,422 0,011 0,0077

69
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De la figura 8 se observa que hubo presencia de halos visibles en las placas
4A, 5A, 6A, 7A y 8A, que corresponden a los hongos FC-5, FC-7, FC-8, FC-9 y
FC-13 respectivamente, evidenciandose asi visiblemente la actividad celulolitica.

Esto se representa en la Tabla 8 al determinar el indice enzimatico.

Figura 9

Indice enzimdtico de hongos aislados del compost
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En la figura 9, se observa que el mayor valor de indice enzimético fue de
1,476 para el hongo FC-5 y el valor mas bajo fue de 0,211 para FC-2. Los hongos
FC-5, FC-7, FC-9, FC-13 presentaron valores de indice enzimatico superior a 1,
mientras que los hongos FC-2, FC-3 y FC-4 tienen valores de indice enzimatico
inferiores a 0,3. Esto permite visualizar la capacidad celulolitica de unos hongos

respecto a otros hongos aislados de la fase termofila del compost.

Los valores de la Tabla 8 se compararon mediante la prueba de Duncan con

objeto de separar grupos significativamente diferentes. Se establecieron las
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hipotesis y su respectivo analisis de varianza, donde HO: Los potenciales celuliticos
expresados como el valor del indice enzimatico de los hongos aislados son iguales.
HI1: Al menos un hongo presenta un valor de indice enzimatico que es diferente al
resto.

En la Tabla 29 (Anexo 11), como el valor p< 0,05, entonces se rechaza la
HO y se acepta la H1. Es decir, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de Indice Enzimatico de los hongos. Por lo tanto, se ejecutd una

prueba de Duncan.

Se obtuvieron 3 grupos homogéneos entre los cuales existe diferencia
significativa entre las medias de indice enziméatico con un nivel confianza del 95%
(Tabla 30). Mientras que dentro de cada grupo no hay diferencia significativa entre

los hongos que componen dicho grupo.

Se observa el primer grupo (hongos FC-2, FC-3 y FC-4) presentaron valores
de indice enzimatico inferiores a 0,211. El segundo grupo de hongos (FC-7, FC-8
y FC-9) tuvieron valores de indice enzimatico comprendidos entre 1,113 y 1,205.
El tercer grupo presentd valores de indice enzimatico altos como 1,422 para el

hongo FC-13 y 1,476 para el hongo FC-5.

De acuerdo con la prueba de Duncan, el hongo FC-5 y FC-13 componen un

solo grupo y presentaron los mayores valores promedio de Indice enzimatico y por
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lo tanto sugiere que presenta mayor potencial para degradar celulosa en las

condiciones ensayadas. Dichas cepas se utilizaron para los ensayos fermentativos.

4.2.2 Influencia del pH en el crecimiento de hongos celuloliticos
La Tabla 9 exhibe los resultados de la comparacion del crecimiento de los 5
hongos seleccionados apH de 5, 7y 10, donde su crecimiento expresado en biomasa

permite conocer cual de ellos present6 un valor medio mayor que los demas.



Tabla 9

Influencia del pH en el crecimiento de hongos celuloliticos

Biomasa (g) Desviacion  Coeficiente
H Hongo . estandar de Variacion
P & I 1l Il Promedio ©S) V)
FC-5 0,9058 0,8846 0,9132 0,9012 0,015 0,016
FC-7 0,2838 0,2745 0,2801 0,2795 0,005 0,017
pH 5 FC-8 0,5145 0,4986 0,5213 0,5115 0,012 0,023
FC-9 0,5437 0,5521 0,5311 0,5423 0,011 0,019
FC-13 0,3437 0,3301 0,3495 0,3411 0,010 0,029
FC-5 0,1468 0,1316 0,1429 0,1404 0,008 0,0560
FC-7 0,0834 0,0758 0,1096 0,0890 0,018 0,2000
pH 7 FC-8 0,0792  0,0660 0,0734 0,0727 0,007 0,0900
FC-9 0,1538 0,1398 0,1444 0,1460 0,007 0,0490
FC-13 0,0681 0,062  0,0715 0,0670 0,005 0,0680
FC-5 0,0085 0,0098 0,0120 0,0101 0,002 0,1750
FC-7 0,0018 0,0029 0,0038 0,0028 0,001 0,3540
pH 10 FC-8 0,0072  0,0091 0,0075 0,0079 0,001 0,1290
FC-9 0,0139 0,0151 0,0145 0,0145 0,001 0,0410
FC-13 0,0217  0,0303 0,0259 0,0260 0,004 0,1660
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Figura 10

Influencia del pH en el crecimiento de hongos celuloliticos
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En la figura 10 se observa que el hongo FC-5 present6 el mayor valor de
produccion de biomasa siendo esta de 0,9012 g en el medio Caldo papa dextrosa
ajustado a pH 5. El menor valor de produccion de biomasa fue 0,0028 g del hongo
FC-7 en el medio a pH 10.

Los hongos FC-5, FC-7, FC-8, FC-9 y FC-13 tuvieron una mayor
produccién de biomasa en el medio de cultivo a un pH de 5. Los menores valores
de biomasa pesada expresada en gramos se obtuvieron cuando los hongos se

inocularon en un medio a pH 10.

Cuando los hongos se incubaron en un medio ajustado a pH 7 los valores de

biomasa fueron inferiores a los obtenidos cuando crecieron en un medio ajustado a
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pH 5 en todos los casos de hongos evaluados. Cabe resaltar que cuando los hongos
FC-5, FC-7, FC-8, FC-9 y FC-13 fueron sembrados en un medio a pH 10, el hongo
FC-13 fue el que presentd el mayor valor de biomasa producida siendo éste de

0,0260 g.

Estos valores de la Tabla 9 se compararon mediante la prueba de Duncan
con objeto de separar grupos significativamente diferentes. Se establecieron las
hipotesis y su respectivo analisis de varianza. HO: El crecimiento de los hongos
celuliticos expresados como biomasa son iguales a cualquier valor de pH. H1: Al
menos un pH favorece el crecimiento del hongo con un valor de biomasa que es

diferente al resto.

En la Tabla 31 (Anexo 11), como valor p < 0,05 se rechaza HO y se acepta
H1. Es decir, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de
los pH donde crecieron las cepas de hongo. Por lo tanto, se ejecutd una prueba de

Duncan.

Se obtuvieron 3 grupos homogéneos entre los cuales existe diferencia
significativa entre las medias del pH con un nivel confianza del 95% (Tabla 32).
Mientras que dentro de cada grupo no hay diferencia significativa entre los hongos

que componen dicho grupo.

De acuerdo con la prueba de Duncan, los hongos que crecen a pH 5

componen un solo grupo y presentaron los mayores valores promedio de la
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influencia del pH en el crecimiento y por lo tanto sugiere que presenta mayor
potencial para ser utilizado como parametro de crecimiento en las condiciones

ensayadas.

4.2.3 Influencia de la temperatura en el crecimiento de hongos celuloliticos
Al incubar los hongos durante 5 dias en matraces con medio Caldo papa

dextrosa a pH 5 a distintas temperaturas: 40°C, 50°C, 60°C, 70°C y 80°C. Se

obtuvieron los siguientes valores de biomasa producido como se indica en la tabla

10.



Tabla 10

Influencia de la temperatura en el crecimiento de hongos celuloliticos

Biomasa (g) Desviacion ~ COchiciente
Temperatura . de
°C) Hongo ] estandar Variacién
I 11 111 Promedio (DS)
(CV)
FC-5 0,3122  0,3049 0,3135 0,3102 0,005 0,015
FC-7  0,2788 0,2736 0,2744 0,2756 0,003 0,010
40 FC-8 0,2689  0,2691  0,2594 0,2658 0,006 0,021
FC9  0,2923 0,2875 0,3011 0,2936 0,007 0,023
FC-13  0,2588 0,2564  0,2509 0,2554 0,004 0,016
FC-5 1,129 1,092 1,108 1,1097 0,019 0,017
FC-7  0,9496 0,9416 0,9508 0,9473 0,005 0,005
50 FC-8 0,6455 0,6478  0,6519 0,6484 0,003 0,005
FC-9  0,6378 0,6359 0,631 0,6349 0,004 0,006
FC-13  0,3021 0,2995 0,2974 0,2997 0,002 0,008
FC-5 0,6026  0,6075  0,5981 0,6027 0,005 0,009
FC-7 04146 04097 04114 0,4119 0,002 0,006
60 FC-8 0,4023  0,4072  0,4009 0,4035 0,003 0,008
FC-9  0,3998 0,3985 0,4012 0,3998 0,001 0,003
FC-13  0,2835 0,2746  0,2793 0,2791 0,004 0,016




Biomasa (g) c Coeficiente
Desviacion
Temperatura Hongo estandar de
°O) I I 111 Promedio (DS) Variacion

(€Y)

FC-5 0,2031 0,2044 0,2076 0,2050 0,002 0,011

FC-7 0,1249 0,1202  0,1292 0,1248 0,005 0,036

70 FC-8 0,0864 0,0799  0,0859 0,0841 0,004 0,043
FC-9 0,0912  0,0945 0,089 0,0916 0,003 0,030

FC-13  0,0648 0,0569 0,0613 0,0610 0,004 0,065
FC-5 0,0122 0,0101 0,0146 0,0123 0,002 0,1830
FC-7 0,0109 0,0105 0,0139 0,0118 0,002 0,1580
80 FC-8 0,0045 0,0054 0,0036 0,0045 0,001 0,2000
FC-9 0,0078  0,0071  0,0058 0,0069 0,001 0,1470
FC-13  0,0063 0,0051 0,004 0,0051 0,001 0,2240

78
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La Tabla 10 detalla los resultados del crecimiento de los 5 hongos
seleccionados a 5 temperaturas diferentes: 40°C, 50°C, 60°C, 70°C y 80°C; los
valores obtenidos biomasa permitieron conocer si son capaces de crecer a

temperaturas similares o mas altas de acuerdo con lo registrado durante el muestreo.

Figura 11

Influencia de la temperatura en el crecimiento de hongos celuloliticos
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En la figura 11 se exhibe que el hongo FC-5 tuvo el mayor valor de biomasa
producida cuando se incubo a 50°C el cual fue de 1,1097 g. La temperatura a la cual
se registrd el menor valor de biomasa producida fue a 80°C, siendo la biomasa

producida de 0,0045 g para el hongo FC-8.
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Los hongos FC-5, FC-7, FC-8, y FC-9 presentaron valores de biomasa
superiores a 0,6 g; cuando fueron incubados a una temperatura de 50°C. También
se observa que el hongo FC-13 present6 valores de biomasa de 0,2554; 0,2997 y
0,2791 g cuando se incubd a temperaturas de 40°C, 50°C y 60°C respectivamente.

Cuando los hongos FC-5, FC-7, FC-8, FC-9 y FC-13 se incubaron a
temperaturas de 60°C los valores de biomasa empezaron a disminuir y mas ain
cuando los hongos se incubaron a 70°C. Los hongos cuando fueron incubados a
temperaturas de 80°C presentaron los valores mas bajos de biomasa producida.

Estos valores de la Tabla 10 se compararon mediante la prueba de Duncan
con objeto de separar grupos significativamente diferentes. Se establecieron las
hipdtesis y su respectivo andlisis de varianza (Tabla 33). Donde HO: El crecimiento
de los hongos celuliticos expresados como biomasa son iguales a cualquier valor de
Temperatura. Y H1: Al menos una temperatura favorece el crecimiento del hongo
con un valor de biomasa que es diferente al resto.

En la Tabla 33 (Anexo 11), como valor p < 0,05 se rechaza HO y se acepta
H1. Es decir, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de
las temperaturas donde crecieron las cepas de hongo. Por lo tanto, se ejecutd una
prueba de Duncan.

Se obtuvieron 2 grupos homogéneos entre los cuales existe diferencia

significativa entre las medias de la temperatura con un nivel confianza del 95%
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(Tabla 34). Mientras que dentro de cada grupo no hay diferencia significativa entre

los hongos que componen dicho grupo.

De acuerdo con la prueba de Duncan, los hongos que crecen a 50°C
componen un solo grupo y presentaron los mayores valores promedio del efecto de
la temperatura en el crecimiento y por lo tanto sugiere que presentan mayor

potencial para ser utilizado a la hora de evaluar un crecimiento 6ptimo.

4.2.4 Capacidad de crecimiento de los hongos celuloliticos
En la Tabla 11 se muestra los resultados del crecimiento radial de los 5
hongos seleccionados con capacidad celulolitica, su crecimiento fue en medio Agar

PDA a pH 5 e incubados a 50°C por 8 dias.



Tabla 11
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Crecimiento radial de hongos celuloliticos aislados del compost

. Didmetro (mm) Coeficiente
Tiempo de o s
Hongo incubacion . Desleacwn fle e
(horas) II III Promedio estandar Variacion

(DS) ()]

24 3 3 2 2,67 0,58 0,217

48 13 13 14 13,3 0,58 0,043

72 21 22 21 21,3 0,58 0,027

FC-5 96 30 31 32 31,0 0,1 0,032
120 38 38 39 38,3 0,58 0,015

144 46 46 45 45,7 0,58 0,013

168 52 51 52 51,7 0,58 0,011

192 59 59 59 59,0 0,00 0,000

24 2 2 3 2,3 0,58 0,247

48 12 12 12 12,0 0,00 0,000

72 20 20 21 20,3 0,58 0,028

FC.7 96 29 28 29 28,7 0,58 0,020
120 36 36 36 36,0 0,00 0,000

144 45 44 45 44,7 0,58 0,013

168 51 51 50 50,7 0,58 0,011

192 56 55 56 55,7 0,58 0,010

24 3 3 3 3 0,00 0,000

48 12 11 12 11,7 0,58 0,049

72 19 18 19 18,7 0,58 0,031

FC-8 96 28 26 29 27,7 0,58 0,055
120 37 37 37 37,0 0,00 0,000

144 44 44 45 443 0,58 0,013

168 50 51 50 50,3 0,58 0,011

192 55 55 54 54,7 0,58 0,011
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Tiempo de Diametro (mm) Desviacién Coeficiente
Hongo incubacion . estandar d ¢
(horas) II III Promedio (DS) variacion
(CY)
24 2 2 3 2,3 0,58 0,247
48 11 11 11 11,0 0,00 0,000
72 18 17 18 17,7 0,58 0,033
FC-9 96 28 28 27 27,6 0,58 0,021
120 35 34 34 34,3 0,58 0,017
144 44 44 43 43,7 0,58 0,013
168 49 49 48 48,7 0,58 0,012
192 56 56 55 55,7 0,58 0,010
24 1 1 1 1,0 0,00 0,000
48 8 8 8 8,0 0,00 0,000
72 14 13 14 13,7 0,58 0,042
FC-13 96 21 21 20 20,7 0,58 0,028
120 31 31 31 31,0 0,00 0,000
144 38 37 37 37,3 0,58 0,015
168 44 44 43 43,7 0,58 0,013
192 48 47 48 47,7 0,58 0,012
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Figura 12

Crecimiento de hongos celuloliticos
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En la figura 12, se observa que la cepa FC-5 presentd6 mayor didmetro
colonial de crecimiento respecto al resto de hongos (FC-7, FC-8, FC-9 y FC-13),
llegando casi a los 60 mm en un tiempo de incubacion de 8 dias a las condiciones

optimas de 50°C y a pH 5 que fueron determinadas anteriormente.

La cepa FC-13 durante los 8 dias evaluacion presentd valores de didmetro
de crecimiento menores al resto de hongo en cada uno de los dias medido. Al octavo
dia se registr6 un valor de 47 mm aproximadamente. Segun la figura 12, los hongos
FC-7, FC-8 y FC-9 tuvieron valores de crecimiento radial muy similares o cercanos

durante los 8 dias evaluados.
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4.3. Identificacion de cepas fungicas con mayor actividad celulolitica

4.3.1 Caracterizacion macroscopica
Se seleccionaron las cepas FC-5 y FC-13 con actividad de celulasa por la

presencia de zonas de hidrélisis determinada cualitativamente.

Al evaluar su crecimiento de la cepa FC-5 después de 5 dias de incubacion
a 50°C se obtuvo un diametro promedio de la colonia en Agar Extracto de Malta
(MEA) 55 - 60 mm; en Agar Sacarosa Extracto de levadura (YES), 40 - 45 mm;

Agar autolisado de levadura Czapek (CYA), 45-50 mm; en PDA, 40-50 mm.

En el medio PDA las colonias fueron de color verde oscuro con micelios
incoloros y carecian de exudados y pigmentos solubles. El color del reverso era gris
claro. Las colonias en MEA eran de color gris, rugosas, con micelios incoloros y
bordes blancos; carecian de exudados y pigmentos solubles. El reverso de la colonia
era marron oscuro. En YES las colonias eran de color verde oscuro con bordes
blancos, tienen micelios incoloros. En CYA las colonias eran verde cian con bordes
blancos y micelios incoloros. No mostraban presencia de exudados poca
pigmentacion soluble. El reverso de las colonias color verde amarillento como se
muestra en la figura 27 (Anexo 5). La superficie de las colonias era rugosa y otras

tenian hilos hifales visibles que surgian de la colonia.
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Para la cepa FC-13 se obtuvo un diametro promedio de la colonia en Agar
Extracto de Malta (MEA) 25 - 30 mm; en Agar Sacarosa Extracto de levadura
(YES), 45 - 50 mm; en Agar Autolisado de levadura Czapek (CYA), 40-45 mm; en
PDA, 40-45 mm. En el medio PDA las colonias fueron de color marrén grisaceo
con micelio algodonoso blanco y carecian de exudados y pigmentos solubles. El
color del reverso era gris oscuro. Las colonias en MEA eran de color blanco,
aterciopelado, con micelios incoloros y bordes beige iregulares; carecian de
exudados y pigmentos solubles. El reverso de la colonia era beige claro. En YES y
CYA las colonias eran de color blanco con bordes irregulares, tienen micelios
blancos. No mostraban presencia de exudados. El reverso de las colonias color gris
amarillento como se muestra en la figura 27 (Anexo 5). La superficie y textura de

las colonias era rugosa y aterciopelada.



Tabla 12

Caracteristicas macroscopicas de las cepas FC-5 y FC-13
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Cepa Niflclltli(if(()le Borde Color Forma  Superficie Textura Pigmentacion
Anverso y
FC-5 PDA Lobulado Ye?de Circular Ruggsa y Aterciopelada reverso no
grisaceo radiada o
difusible
Anverso no
FC-13 PDA Rizoide Mal:ron Irregular Elevadg Y Aterciopelada difusible y
grisaceo extendida reverso

difusible




4.3.2 Caracterizacion microscopica
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Las caracteristicas observadas de las cepas F-5 y FC-13 se muestran a modo resumen en la Tabla 13, asi como el promedio de

las medidas. En la figura 13 y 14 se aprecia las principales estructuras (hifas, conidioforo, fidlide y conidios) de dichas cepas.

Tabla 13

Caracteristicas microscopicas de las cepas FC-5y FC-13

CEPAS FUNGICAS
Estructura FC-5 FC-13
Forma Tamafio Forma Tamaiio
Conidiéforo Corto 300 um Largo 350 um
Métula - - Cilindrica 6 x 3 um
Fialide Botella alargada 9x3,5um Matraz 7x2,5pm
Conidios Globular de pared lisa hialina 3x2,5pum Globular de pared lisa hialina 2x2,2pm
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Figura 13

Fotografias del campo microscopico del hongo FC-35.

(3A) (3B)
Nota. Estructuras microscopicas: Hifas tabicadas (1A), conidiéforo (1B) y
(2A); fidlide (2B) y conidios (3A) y (3B).



Figura 14

Fotografias del campo microscdpico del hongo FC-13.
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Nota. Estructuras microscopicas: Hifas tabicadas (1A); conidioforo (1B);
métula (2A); fidlide (2A) y conidios (2B).



4.3.3 Identificacion molecular
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4.3.3.1 Extraccion de ADN genémico

El ADN obtenido de las cepas FC-5 y FC-13 presento6 una relacién 260/280

nm de 1,95 y 1,89 respectivamente; y una concentracion media de 2,497 ng/uL y

13,801 ng/puL.

Tabla 14

Concentracion y calidad del ADN extraido.

. Coeficiente
Cepa 260 280 260/280 ng/pL Promedio de Variacion
FC-5 0,003 0,001 1,931 2,671 2,4975 0,0982
0,006 0,003 1,970 2,324
FC-13 0,013 0,007 1,914 12542 13,801 0,1289
0,015 0,008 1,882 15,060

4.3.3.2 Amplificacion de productos por PCR

El ADN extraido se empled para la amplificacion de las regiones ITS1 e

ITS4 mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando cebadores

especificos universales. En la Figura 15 se muestra el producto de amplificacion

obtenido, el cual presenta un tamano aproximado de 500 — 700 pares de bases (pb).
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Figura 15

Fotografia de la corrida electroforética de los productos de PCR.

Nota. M: Marcador de peso; 1-4: Productos amplificados de la cepa FC-5;
5-6: Productos amplificados hongo FC-13.

Tabla 15

Concentracion y calidad de productos PCR.

Coeficiente
Cepa 260 280 260/280 ng/pL Promedio de
Variacion
FC-5 0,567 0,320 1,770 374,036 371,739  0,0087
0,560 0,316 1,773 369,443
FC-13 0,508 0,285 1,785 335,521 342,297  0,0280
0,529 0,296 1,789 349,074
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En la Tabla 15, se observa que mediante la determinacion
espectrofotométrica de la concentracion de productos PCR se obtuvo

concentraciones promedio de 371,74 ng/uL y 342,29 ng/uL.

4.3.3.3 Procesamiento de secuencias y analisis bioinformatico

Cepa FC-5

La secuencia consenso de la region ITS de la cepa FC-5 tuvo una longitud
de 531 nt. Esta secuencia fue consultada en la base de datos del NCBI para
identificar las regiones mas similares entre las secuencias analizadas. La Tabla 16
muestra las primeras 15 secuencias con mayor porcentaje de identidad respecto a la

secuencia en consulta correspondiente al alineamiento local ejecutado.



Tabla 16

Alineamiento local basico de la secuencia de la region ITS de la cepa FC-5

. Max Total Cobertura Valor % Longitu.d -
Descripcion dela . secuencia  Codigo de acceso
Score Score E Identidad .
consulta accedida
Aspergillus fumigatus ATCC 1022 976 976 100% 0.0 99,81% 707 NR 121481.1
Aspergillus oerlinghausenensis CBS 139183 946 946 100% 0.0 98.,87% 691 NR 138362.1
Aspergillus fischeri NRRL 181 924 924 99% 0.0 98,48% 614 NR 137479.1
Aspergillus fumisynnematus IFM 42277 893 893 95% 0.0 98.,43% 505 NR 136948.1
Aspergillus lentulus NRRL 35552 918 918 99% 0.0 98,29% 614 NR 135407.1
Aspergillus novofumigatus CBS 117520 922 922 100% 0.0 98,12% 728 NR 171617.1
Aspergillus spinosus NRRL 5034 907 907 99% 0.0 97,91% 614 NR 137489.1
Aspergillus udagawae CBM FA-0702 880 880 95% 0.0 97,85% 510 NR 137442.1
Aspergillus aureolus NRRL 2244 905 905 99% 0.0 97,73% 618 NR _135405.1
Aspergillus laciniosus KACC 41657 902 902 99% 0.0 97,72% 553 NR 137443.1
Aspergillus frankstonensis CBS 142233 808 808 88% 0.0 97,67% 474 NR 154738.1
Aspergillus arcoverdensis JCM 19878 909 909 100% 0.0 97,57% 579 NR 151816.1
Aspergillus viridinutans NRRL 4365 902 902 99% 0.0 97,55% 619 NR 135409.1
Aspergillus wyomingensis CCF 4417 900 900 99% 0.0 97,54% 618 NR 137517.1

Aspergillus felis CBS 130245 904 904 100% 0.0 97,38% 749 NR 138341.1
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El arbol filogenético fue construido utilizando el método estadistico de
Maxima Verosimilitud. Se utiliz6 el modelo de sustitucion Tamura - 3 parametros
con una distribuciéon gamma y un analisis de Bootstrap con 500 réplicas para

evaluar el soporte del arbol (Figura 16).

Figura 16
Arbol filogenético por método de Mdxima Verosimilitud de la region de
los espaciadores internos transcritos (ITS) de la cepa FC-35.

NR 153223.1 Penicillium lagena CBS 185.65
87
5 L} 5 NR145175.1 Penicillium marthae-christenseniae CBS 129213

0.03 ‘

9
0.01

B ————NR111511.1 Penicillium javanicum CBS 341.48

NR 145178.1 Penicillium oregonense CBS 129775

01
L NR 119501.1 Penicillium dravuni BP1 844248

0.03 0.01

NR 177502.1 Penicillium cerradense UB 23977

0.08

100

012 NR 121481.1 Aspergillus fumigatus ATCC 1022

97
L Consenso FC-05
0.01

94
oo NR 138362.1 Aspergillus oerlinghausenensis CBS 139183

81
NR 137479.1 Aspergillus fischeri NRRL 181
92
o \W NR 137488.1 Aspergillus stramenius NRRL 4652

NR 103623.1 Rasamsonia argillacea CBS 101.69

0.06

NR 163518.1 Rasamsonia emersonii CBS 393.64

0.11

0.07

NR 144915.1 Thermoascus crustaceus CBS 181.67

0.04

NR 160134.1 Thermoascus thermophilus CBS 528.71

0.05



96

Cepa FC-13

La secuencia consenso de la region ITS de la cepa FC-13 tuvo una longitud
de 654 nt. Esta secuencia fue consultada en la base de datos del NCBI para
identificar las regiones mas similares entre las secuencias analizadas. La Tabla 17
muestra las primeras 15 secuencias con mayor porcentaje de identidad respecto a la

secuencia en consulta correspondiente al alineamiento local ejecutado.



Tabla 17

Alineamiento local basico de la secuencia de la region ITS de la cepa FC-13

Longitud

Descrineion Max Total ~ Coberturade . . o % secuencia Codigo de
P Score Score la consulta Identidad . acceso
accedida
T he””ﬁ’g}{feg 1‘?‘50””’ 161 116l 98% 0.0 99,84% 809 NR_163517.1
7;’;2’;{ ’an”zfgs 858 858 86% 0.0 95,74% 634 NR_121309.1
RasarInli%rll\l/.Ia 2a;:gérlcitlcola 439 495 58% 4e-123 93,73% 461 NR_111447.1
Paeczl(z:ngscezsgjlzténcatus 425 536 559, 4e-119 93.68% 564 NR 145143.1
q he”mg‘gg”gogegzuc"”s 425 565 66% 4e-119  93,68% 557 NR_103601.1
Rasamsonia composticola
CGMCC 3.13669 ITS 431 540 64% 8e-121 93,47% 569 NR 111632.1
region

c11)3 "Se‘i’é‘{’ggﬁvs":é‘;’én 427 534 62% le-119  9331% 560 NR_130679.1
Penicillium brocae CBS 414 414 45% le-115 92,98% 501 NR 111868.1

116113 ITS region
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_163517.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Z7GT2M0B013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662009289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662009289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_121309.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Z7GT2M0B013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597900782
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597900782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_111447.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Z7GT2M0B013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1125788636
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1125788636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_145143.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Z7GT2M0B013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_511801426
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_511801426
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_103601.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Z7GT2M0B013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597900967
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597900967
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597900967
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_111632.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=Z7GT2M0B013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_747040111
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_747040111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_130679.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=Z7GT2M0B013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597901203
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597901203
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_111868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=Z7GT2M0B013

Longitud

Descripcion Max Total  Cobertura de Valor E % de secuencia Cédigo de
P score score la consulta identidad . acceso
accedida

Aggf;"{gg%%‘ﬁgar’ggﬁff 404 447 54% le-112 92,98% 531 NR_171601.1
%‘g;’g@"jy;’gﬁ‘;”ferg”iflf 417 536 61% 9e-117  92,63% 561 NR_103602.1
Pe%?éﬁﬁ”f{;“f:g E};IP 402 455 60% de-112 92,28% 631 NR_185747.1
Cﬁgfﬁfg‘f I}’T”‘g’ree’gﬁn 402 402 45% de-112 92,28% 459 NR_137504.1
Pg’glso’;% ?fﬁcsrﬁjfg’ﬁgs 390 430 52% le-108  92,11% 523 NR_160098.1
Aspergillus whitfieldii 400 500 65% le111 91.99% 7 NR_ 1563311

CBS 143385 ITS region



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1966913949
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1966913949
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_171601.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=Z7GT2M0B013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_511801427
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_511801427
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_103602.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=Z7GT2M0B013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2514226114
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2514226114
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_185747.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=Z7GT2M0B013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041581956
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041581956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_137504.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=Z7GT2M0B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_160098.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=Z7GT2M0B013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1385000056
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1385000056
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_156331.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=Z7GT2M0B013
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El arbol filogenético fue construido utilizando el método estadistico de

maxima verosimilitud. Se utilizé el modelo de sustitucion Tamura - 3 parametros

con una distribucién gamma y un analisis de bootstrap con 500 réplicas para evaluar

el soporte del arbol.

Figura 17

Arbol filogenético por método de Mdxima Verosimilitud de la region de

los espaciadores internos transcritos (ITS) de la cepa FC-13.
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4.4 Produccion de celulasa FC-5y FC-13

Las cepas FC-5 y FC-13 presentaron resultados notablemente altos en
cuanto a la actividad celulolitica segun la determinacion del indice enzimatico. Los
ensayos de crecimiento para la cepa FC-5, lo hacen candidato 6ptimo para realizar

los ensayos de fermentacion a distintos sustratos.

Se logrd obtener el extracto crudo de los medios fermentativos utilizando
como sustrato los residuos vegetales: mazorca de maiz, hojas de betarraga y hojas
de perejil. Dicho extracto crudo se utiliz6 para la determinacion de proteinas y

actividad enzimatica.

4.4.1 Determinacion de proteinas totales
La cantidad de proteinas totales presentes en los extractos crudos obtenidos
se observan en la tabla 18, donde se utilizaron distintos sustratos en el medio

fermentativo.



Tabla 18

Concentracion de proteinas totales de ensayos fermentativos

Concentracién de proteinas Desviacion Coeficiente
Cepa Sustrato totales (mg/mL) Promedio “nd de

| T i Bstandar \/, riacion

Maiz 0,014 0,012 0,009 0,012 0,003 0,2157

FC-5 Betarraga 0,008 0,006 0,002 0,005 0,003 0,5728

Perejil 0,04 0,031 0,033 0,035 0,005 0,1360

Maiz 0,007 0,006 0,009 0,007 0,002 0,2083

FC-13  Betarraga 0,005 0,004 0,002 0,004 0,002 0,4166

Perejil 0,029 0,032 0,032 0,031 0,002 0,0560

101
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En la Tabla 18 se detalla los valores medios de la concentracion de proteinas
totales obtenidas al evaluar los extractos crudos de los medios fermentativos de dos
cepas de hongos (FC-5 y FC-13) en sustratos vegetales molidos: Mazorca de maiz,

hojas de betarraga y hojas de perejil.

Tabla 19

Cantidad de proteinas totales de ensayos fermentativos

Concentracién
de proteinas Volumen Proteina

Cepa  Sustrato totales total (mL) total (mg)

(mg/mL)
Maiz 0,012 75 0,9
FC-5 Betarraga 0,005 75 0,375
Perejil 0,035 75 2,625
Maiz 0,005 80 0,4
FC-13  Betarraga 0,003 80 0,24

Perejil 0,031 80 2,48
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Figura 18

Concentracion de proteinas totales de ensayos fermentativos
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En la figura 18, el menor valor de concentracion de proteinas totales fue de
0,003 para la cepa FC-13 cuando se empled como residuo vegetal las hojas de

betarraga.

También se observa que se obtuvieron mayores valores concentracion de
proteinas totales al emplear como sustrato el residuo vegetal de hojas de perejil,
llegando a ser de 0,035 mg/mL y 0,031 mg/mL para las cepas FC-5 y FC-13
respectivamente. Lo que sugiere poder utilizar dicho sustrato como fuente de

carbono para producir la enzima celulasa.



4.4.2 Determinacion de la actividad catalitica
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Al emplear varios sustratos molidos (mazorca de maiz, hojas de betarraga y hojas de perejil) como fuente de carbono; y mediante

la obtencidn del extracto crudo de dicha fermentacion se obtuvieron los siguientes valores de actividad catalitica:

Tabla 20

Actividad enzimatica celulasa en ensayos fermentativos

AE (U/mL . ., Coeficiente

Cepa Sustrato ( : Promedio Desv,|aC|on de
| I i Estandar o
Variacion

Maiz 0,028 0,027 0,028 0,028 0,001 0,0208

FC-5 Betarraga 0,013 0,020 0,016 0,016 0,004 0,2150
Perejil 0,120 0,134 0,108 0,121 0,013 0,1078

Maiz 0,016 0,016 0,013 0,015 0,002 0,1154

FC-13  Betarraga 0,010 0,008 0,009 0,010 0,001 0,0744
Perejil 0,101 0,097 0,099 0,099 0,002 0,0202
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En la Tabla 20 se exhibe los valores medios de la actividad enzimatica
celulasa obtenidas al evaluar los extractos crudos de los medios fermentativos
obtenidos de dos cepas de hongos (FC-5 y FC-13) en sustratos vegetales molidos:
mazorca de maiz, hojas de betarraga y hojas de perejil. Donde se comparan en cual
de ellos se obtuvo mayores valores de activad, siendo para ambas cepas de hongos

cuando se utiliz6 como sustrato vegetal las hojas de perejil.

Figura 19

Actividad catalitica de ensayos fermentativos utilizando distintos sustratos
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En la figura 19 se observa la que la mayor actividad celulasa registrada fue
en el extracto crudo obtenido a partir de la fermentacion del residuo vegetal hojas

de perejil para ambas cepas (FC-5y FC-13).
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Cuando se us6 como sustrato mazorca de maiz molido, los valores de
actividad catalitica obtenidos fueron de 0,015 U/mL para la cepa FC-13 y casi el
doble (0,028 U/mL) para la cepa FC-5. Los valores mas bajos de actividad catalitica
se registraron empleando el sustrato hojas de betarraga siendo el menor registro

medido en el extracto crudo de 0,010 U/mL.

En base a los resultados obtenidos se seleccion6 la cepa FC-5 para la
produccion y caracterizacion de la enzima; por presentar el mayor valor de actividad

catalitica producida utilizando como residuo vegetal hojas de perejil.

4.4.3 Determinacion de la actividad especifica
Los resultados de actividad especifica se determinaron en base a los valores
obtenidos al medir concentracion de proteinas totales y la actividad catalitica

teniendo la siguiente tabla resumen:
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Tabla 21

Actividad especifica de ensayos fermentativos utilizando distintos sustratos

Concentracioén

Activid_ad de proteinas Activid_a d
Cepa Sustrato  Catalitica Especifica
(U/mL) totales (U/mg)
(mg/mL)
Maiz 0,028 0,012 2,33
FC-5 Betarraga 0,016 0,005 3,20
Perejil 0,121 0,035 3,45
Maiz 0,015 0,005 3,00
FC-13 Betarraga 0,010 0,003 3,33
Perejil 0,099 0,031 3,19

En la Tabla 21 se exhibe los valores de la actividad especifica obtenida,
donde se determiné la concentracion de proteinas totales del extracto crudo de los
ensayos experimentales utilizando las cepas FC-5 y FC-13. Lo cual permiti6
comparar las unidades de enzima por cada mg de proteina total bajo la preferencia

de un determinado sustrato.
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Figura 20

Actividad especifica de ensayos fermentativos utilizando distintos sustratos
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En la figura 20, la actividad especifica de 3,45 U/mg para FC-5y 3,19 U/mg
para FC-13 que corresponden al utilizar como residuo vegetal hojas de perejil son
valores mas altos obtenidos respecto a los otros sustratos. Al comparar los valores
de actividad especifica se observa que la betarraga fue el sustrato con el que se
obtuvo valores bastantes cercanos y los menores valores de actividad especifica se

registraron al utilizar la mazorca de maiz molido como sustrato.
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4.4.4 Determinacion del rendimiento

Se considero el volumen total de extracto crudo producido a partir de los
gramos de sustrato seco del vegetal empleado en la fermentacion como se indica a

continuacion:

Tabla 22

Rendimiento de la produccion por residuo vegetal utilizado

Volumen
Actividad total de Unidades

Cepa Sustrato Catalitica extracto totales Sustrato Rendimiento

(U/mL)  crudo L) @) (Ulgss)
(mL)

Maiz 0,028 75 2,10 1,5 1,40

FC-5 Betarraga 0,016 75 1,20 1,5 0,80
Perejil 0,121 75 9,08 1,5 6,05

Maiz 0,015 75 1,12 15 0,75

FC-13 Betarraga 0,01 75 0,75 1,5 0,50
Perejil 0,099 75 7,42 15 4,94

En la Tabla 22 se exhibe los valores de la actividad catalitica, obtenida de
las cepas FC-5 y FC-13, de acuerdo con la cantidad del sustrato utilizado para la

obtencion de las unidades enzimadticas totales y el rendimiento.
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Figura 21

Comparacion del rendimiento de la produccion de enzima celulasa
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En la figura 21 se observa que para ambas cepas FC-5 y FC-13 al utilizar
como sustrato vegetal las hojas de perejil se obtuvieron los valores mas altos

respecto a otros sustratos vegetales empleados.

El menor valor se registro para la cepa FC-13 utilizando el sustrato hojas de
betarraga siendo éste de 0,50 unidades enzimaticas por cada gramo de sustrato seco;
mientras que para la cepa FC-5 se produjo el mayor valor de 6,05 unidades

enzimaticas por cada gramo de sustrato seco (U/gss).

Lo cual quiere decir que al utilizar como residuo vegetal hojas de perejil se
obtiene mayor cantidad de enzima que utilizando la mazorca de maiz molido; la
betarraga no ofrece un rendimiento 6ptimo en ninguno de los casos para ambas

cepas. Por lo que es mas conveniente producir la enzima en hojas de perejil.
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4.5 Caracterizacion enzimatica de celulasa de la cepa FC-5
Confines de caracterizacion se realizé un fraccionamiento por sulfato de
amonio para visualizar mayor actividad de la celulasa (Tabla 23) en los ensayos de

efecto de pH, temperatura, y termoestabilidad.

4.5.1 Fraccionamiento por sulfato de amonio

Tabla 23

Actividad enzimatica celulasa en el fraccionamiento por sulfato de amonio

LN
Muestra (1;5:3 (umﬁll/(mL) (UI/&HE:L) (HYL) éjl; R (%)
Extracto 4 199, 2,6997 0,33 30 399 100

Crudo

SA—P35% 04391 23747 0234 1 0234 586

SA—P45% 03854 2,0842 3108 1 3,108 77,89

SA—P55% 0,436 1,3174 0648 1 1324 1625

SA—S35% 04226 2,2854 0,112 29 3248 81,40

SA—S45% 0,006 0,0324 0000 29 0,000 0

SA—S55% 0,004 0,0216 0000 29 0,000 0

SA — P: Precipitado en sulfato de amonio; SA — S: Sobrenadante en sulfato de
amonio. LN: Lectura neta; AR: Azucares reductores; AE: Actividad enzimatica;
V: Volumen; AT: Actividad total; R: Rendimiento
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Figura 22

Actividad enzimatica del fraccionamiento por sulfato de amonio
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Cuando se empez0 a precipitar el extracto crudo con sulfato de amonio a
concentraciones desde 35%, 45% y 55% y luego de medir la actividad enzimatica
se observd que los valores obtenidos fueron superiores a 0,133 U/mL. Donde el
maximo valor de actividad medida de la reaccion fue de 3,108 U/mL a un porcentaje
de saturacion con sulfato de amonio del 45%; fue a este porcentaje donde se logrd

recuperar mayor cantidad de enzima celulasa.

La enzima concentrada por el fraccionamiento por sulfato de amonio obtuvo
un rendimiento del 77,89% de la enzima, elevando la actividad enzimatica en 2,975

U/mL
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4.5.2 Efecto del pH sobre la actividad celulasa

La enzima obtenida mediante el fraccionamiento por sulfato de amonio se
utiliz6 para determinar el efecto del pH en la actividad enzimatica; se realizaron los
ensayos para los tampones acetato de sodio (pH 4 y pH 5), fosfato de sodio (pH 6
y pH 7), Tris HCI (pH 8), Glicina NaOH (pH 9, pH 10) los valores de actividad

enzimatica expresada en U/mL fueron los siguientes:

Tabla 24

Actividad enzimatica a distintos pH

Actividad Desviacion Coeficiente de
pH Enzimatica (U/mL) Estandar Variacion
pH 3 1,202 0,133 0,0680
pH 4 2,393 0,543 0,2270
pH5 3,438 0,133 0,0390
pH 6 1,861 0,133 0,0720
pH7 0,492 0,162 0,3290
pH 8 0,283 0,019 0,0670
pHY 0,088 0,029 0,3260

pH 10 0,074 0,010 0,1290
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Figura 23

Curva de pH de actividad enzimatica celulasa
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En la figura 23, se puede observar que aun existe actividad en los ensayos
de pH 3 hasta pH 7, siendo el pH 5 6ptimo donde la actividad celulasa fue de 3,438
U/mL. Cuando se modifico el pH para las reacciones enzimaticas se observo que
desde el uso de tampdn con pH superiores a 5 se va registrando disminucioén en los
valores de actividad; se obtuvo como resultado que para pH 8 a pH 10 la actividad
enzimatica es inferior a 0,5 U/mL; a pH 10 no hubo actividad detectable la cual

apenas alcanz6 0,074 U/mL.
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4.5.3 Efecto de la temperatura sobre la actividad celulasa
Los valores de actividad celulasa para temperaturas de 40°C, 50°C, 60°C,
70°C y 80°C, utilizando el tampon acetato pH 5 100 mM y como sustrato

papel filtro Whatman N°1, son los que se muestran a continuacion:

Tabla 25

Actividad enzimatica a distintas temperaturas

Temperatura Actividad Desviacion Coeficiente de
€O Enzimatica (U/mL) Estandar Variacion
40 0,627 0,219 0,350
S0 1,470 0,172 0,117
60 3,114 0,648 0,208
70 0,661 0,076 0,115
80 0,411 0,048 0,116

90 0,236 0,086 0,364




116

Figura 24

Curva de temperatura de actividad enzimatica celulasa
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En la figura 24, la enzima celulasa obtenida del hongo FC-5 obtuvo una
maxima actividad enzimatica a la temperatura de 60°C a pHS5 siendo 3,114 U/mL.
Cuando se modificaron las temperaturas de incubacion para las reacciones
enzimaticas se observo que desde la temperatura de 70°C se va registrando
disminucion en los valores de actividad. El menor valor de actividad enzimatica de

celulasa se registrd a una temperatura de 90°C siendo ésta de 0,236 U/mL

4.5.4 Termoestabilidad de la enzima celulasa
Las soluciones enzimaticas que se recolectd a diferentes tiempos: t1 (30
minutos), t2 (60 minutos), t3 (120 minutos), t4 (240 minutos), t5 (300

minutos) como se muestra en la tabla 26.



Tabla 26

Actividad enzimatica a distintas temperaturas y tiempo de exposicion
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Temperatura Tiempo de exposicion (minutos)
() 0 30 60 120 240 300
50 3,114 3,892 2,346 2,688 2,166 1,730
60 3,114 1,007 0,544 0,584 0,607 0,427
70 3,114 0,998 0,566 0,589 0,638 0,697
80 3,114 0,804 0,539 0,724 0,440 0,364
90 3,114 0,571 0,521 0,274 0,342 0,422
Figura 25
Termoestabilidad de la celulasa
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Respecto a la estabilidad térmica, se observa que, respecto al control, la

celulasa preserva su actividad arriba del 50 % durante 300 min luego de haber sido

expuesta a la temperatura de 50 °C. Sin embargo, para tratamientos de exposicion

a temperaturas superiores a 50 °C solo presenta actividad residual alrededor del

20% durante 300 min.
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CAPITULO V

DISCUSION

Se aislaron un total de 8 hongos de las pilas composteras situadas a una
profundidad de 40 cm, con temperaturas que oscilaron entre 45 °C y 60 °C. En lo
reportado por Di Piazza et al., (2020), aislaron hongos en un rango de temperaturas
de 45 °C a 50 °C y mediante herramientas moleculares especificas (ITS, beta-
tubulina, calmodulina y factor de elongacion 1-alfa) identificaron especies
termofilas de los géneros Thermoascus y Thermomyces, que podrian ser claves
durante el compostaje. Ademas, se encontrd la presencia de varias especies de
hongos potencialmente dafiinos, como Aspergillus fumigatus y Aspergillus terreus.
Estas similitudes en las especies aisladas (géneros Aspergillus y Thermomyces)
podrian atribuirse a factores como las altas temperaturas en las pilas composteras,
la capacidad celulolitica de estos microorganismos, sus bajos requerimientos
nutricionales y su habilidad para adaptarse a diferentes ambientes (Alcarraz et al.,
2010).

La predominancia de especies del género Aspergillus entre los aislados de
los hongos ha sido confirmada por otros estudios previos sobre el tema. Hefnawi et
al., (2019) y Rakilla et al., (2024). En el presente estudio, cuatro cepas presentaron

caracteristicas morfologicas similares a las reportadas para el género Aspergillus.
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Aspergillus fumigatus se destaca entre las especies fungicas de la fase
termofila del compostaje segiin Hefnawi et al., (2019), y su presencia se debe a que
degradan materia en descomposicion, pueden sobrevivir en rangos de temperatura
amplios (entre 12 °C y 65 °C) y en condiciones de pH variadas (entre 2,1 y 8,8).
Una investigacion reciente realizada por Do Nascimento et al., (2023) destaco que
Aspergillus fumigatus muestra una mayor produccion de enzimas lignoceluloliticas
cuando se cultiva en diferentes fuentes de carbono, como glucosa, avicel y paja de
arroz. Especificamente, se observd un incremento significativo en la actividad
enzimatica en el medio con paja de arroz, indicando una capacidad adaptativa del
hongo para modular la sintesis de enzimas en respuesta a las condiciones
ambientales especificas. En resumen, el aislamiento de hongos termofilos,
principalmente de los géneros Aspergillus y Thermomyces, en pilas de compostaje
con temperaturas entre 45 °C y 60 °C, destaca la importancia de estos
microorganismos en el proceso de descomposicion de la materia organica.

De los ocho hongos aislados solo cinco produjeron actividad celulolitica en
CMC estos resultados son similares a los reportados por Nguyen et al., (2021)
quienes lograron aislar hongos filamentosos celuloliticos envueltos en la
degradacion del jacinto de agua (Eichhornia crassipes) para producir fertilizantes
organicos, destacando a Aspergillus oryzae, quién mostrdé la mayor actividad
celulasa con un diametro de hidrolisis promedio de 35 milimetros; en el presente

trabajo el hongo celulolitico FC-5 del género Aspergillus sp. evidencid un halo de
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hidrolisis promedio de 67 milimetros. Por lo que dicha especie podria tener
potencial para ser usado como indculo en futuros trabajos de compostaje.

Tomando en cuenta los valores de indice enzimatico obtenidos, se
seleccionaron cinco hongos celuloliticos que mostraron un diametro de actividad
celulolitica superior a 4 cm. De estos, cuatro fueron aislados de la pila de
compostaje con una temperatura de 50 °C, mientras que la cepa FC-13
(Thermomyces sp.) fue encontrado en la pila de compostaje a 60 °C. Estos
resultados coinciden con los hallazgos de Keng y colaboradores (2023), quienes
identificaron a Thermomyces dupontii como una especie que crece a temperaturas
entre 50 °Cy 60 °C.

Las zonas de visualizacion de halos del presente trabajo fueron inferiores a
los halos de 9 cm en promedio que produjeron Trichoderma resei en un medio
revelador de pH 5 (Kogo et al., 2017), probablemente el pH del medio revelador no
fue 6ptimo ya que se trabajé a pH 7. Sin embargo, pese a esta condicion de pH, los
valores de diametro de halos obtenidos entre 4,7 cm a 6,7 cm y en base al analisis
estadistico del indice enzimatico permiten claramente identificarlos como hongos
celuloliticos.

Estos hongos fueron evaluados respecto a su capacidad de crecimiento en
diferentes niveles de pH y temperatura (Tablas 11 y 14), ya que estos dos factores
son criticos durante las distintas fases del proceso de compostaje de residuos

organicos. La adaptacion de estos hongos es crucial debido a los procesos
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especificos que ocurren en las pilas de compostaje. Durante este proceso, las
temperaturas elevadas y la variacion en el pH son condiciones comunes que resultan
de la actividad microbiana intensa. Los hongos celuloliticos, desempefian un papel
fundamental al secreter enzimas capaces de descomponer los componentes
celuldsicos y lignoceluldsicos de los residuos orgédnicos. Adaptarse a estas
condiciones extremas les permite prosperar y contribuir eficientemente al proceso
de compostaje, facilitando la transformacion de residuos orgénicos en compuestos
mas estables y nutrientes disponibles para el suelo (Zhang, 2013).

Los hongos aislados con mejor actividad celulasa probablemente se deban
a las condiciones del suelo con alto contenido en materia orgéanica (residuos
vegetales municipales, cascaras, sales, etc.) favoreciendo asi la actividad enzimatica
de los hongos filamentosos que quienes por naturaleza son descomponedores
primarios de la materia organica y por lo tanto colonizan e hidrolizan muy répido
dichos compuestos. (Aruani et al., 2012)

En ambos factores abidticos la cepa fungica FC-5 tubo la mejor respuesta
en las diferentes condiciones estudiadas. Sanchez, T. (2009), estudio a Aspergillus
fumigatus a partir de tejidos vegetales en descomposicion, destacando su naturaleza
de capacidad competitiva con otros microrganismos y observando igualmente ser
sobresaliente en cuanto a crecimiento en la fase termofila.

La produccion de biomasa de los hongos celuloliticos aislados fue mayor en

medio 4cido, siendo el pH 5 en donde se obtuvo los promedios mas altos (biomasa
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promedio de 18,02 mg/mL); asi como crecen mejor a 50 °C (biomasa promedio
22,19 mg/mL), dichas condiciones también se encontraron en Guzman et al., (2014)
quien menciona que en las pilas de compostaje, la respuesta a estos parametros
ambientales se va relacionando con la produccion de acidos organicos por la accion
de los hongos y la consecuente disminucion del pH del medio y el incremento de la
temperatura favoreciendo su crecimiento.

Los resultados obtenidos son similares a lo descrito por Mehboob et al.,
(2014) que demostraron un pH optimo de 5,5 y una temperatura de 55 °C sobre la
actividad celulolitica para el hongo Aspergillus fumigatus. Se determin6 que el
rango Optimo de pH es de 5 y temperatura de 50°C. Asi mismo, Song et al., (2024)
en su trabajo reportd que la cepa Aspergillus fumigatus fue capaz de crecer a
condiciones de pH 8,5 a 9,5 a 37 °C. Es por ello, que la selecciéon de hongos
celuloliticos con alta actividad enzimatica a dichas condiciones abre la puerta a
futuras investigaciones sobre su potencial aplicacion en la mejora del proceso de
compostaje.

Las caracteristicas morfoldgicas observadas para la cepa FC-5 en medios de
cultivo han desempefiado un papel fundamental en los acercamientos de
identificacion al género Aspergillus. Segin estudios previos de Wabusya y Vicent
(2015), las diferencias en la morfologia de las colonias y las estructuras
reproductivas en medios como MEA, YES y CYA han sido utilizadas para distinguir

Aspergillus fumigatus de otras especies del mismo género. La especie Aspergillus
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fumigatus generalmente forma colonias con caracteristicas especificas como
pigmentacion y textura que pueden diferir de otras especies (Samson et al., 2000;
Pitt y Hocking, 2009). El didmetro promedio de las colonias (45-55 mm), la alta
tasa de crecimiento, las coloraciones grises verdosas en los medios (MEA, YES,
CYA), la carencia de exudados y pigmentos solubles fueron caracteristicas para el
género Aspergillus. Ademas, la morfologia de las fiadlides y los conidios,
particularmente la forma y tamafio de estos ultimos, proporciona criterios
adicionales para la identificacion precisa de Aspergillus fumigatus (Raper y Fennell,
1965). Estas observaciones resaltan la importancia de integrar tanto la macro como
la microscopia en la identificacion de especies dentro del género Aspergillus.

En la literatura al comparar el crecimiento de 4. fumigatus, A.
oerlinghausenensis y A. fischeri se menciona que presentan tasas de crecimiento y
patrones de esporulacion similares en los medios de cultivo utilizados (MEA, CYA,
YES), alcanzando un didmetro mayor de 50 mm en 7 dias a 25 °C y produciendo
conidios de color verde. Ademas, estas tres cepas presentan caracteristicas
morfologicas que las ubican con confianza en la seccion Fumigati, como la
formacion de cabezas conidiales columnares, uniseriadas y con vesiculas
subglobosas (Houbraken et al., 2016). Segun lo informado por Houbraken et al.,
(2016), A. oerlinghausenensis comparte la capacidad de crecer a 50 °C con A.

fumigatus 'y A. fischeri.
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Sin embargo, A. oerlinghausenensis se diferencia de A. fumigatus por una
esporulacion débil en MEA a 25 °C, una textura de colonia flocosa en CYA'y MEA,
y la presencia de vesiculas subglobosas en lugar de subclavadas. Por otro lado, 4.
fischeri crece mas lentamente a 50 °C (5-25 mm en CYA, 7 dias) y produce
facilmente un estado sexual en agar extracto de malta, a diferencia de A.
oerlinghausenensis, en la que no se observa ningun estado sexual en los cultivos.
En nuestro caso la cepa FC-5 present6 un crecimiento en MEA de 55-60 mm a los
7 dias con colonias de color gris y rugosas, descartando asi que la cepa FC-5 se trate
de un A. fischeri o A. oerlinghausenensis.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion microscopica coinciden con
las descripciones clasicas de Aspergillus fumigatus. Las hifas observadas fueron
hialinas, tabicadas con un diametro de 4 um, caracteristicas que son consistentes
con las especificaciones para el género Aspergillus (de Hoog et al., 2020). Ademas,
los conidi6foros cortos de 300 um y la ausencia de métulas son rasgos distintivos
que también se han documentado previamente en la literatura (Raper y Fennell,
1965). Este dato fue 1til para distinguirlo de otras especies que podrian tener
conididforos mas largos como Aspergillus fischeri. Las fialides, con una morfologia
de botella alargada de 9 x 3,5 um, se alinean con las descripciones tipicas de A.
fumigatus (Pitt y Hocking, 2009). Las conidias observadas fueron globulares, de
pared lisa, hialinas y de dimensiones aproximadas de 3 x 2,5 um, caracteristicas

que también son consistentes con las descripciones anteriores (Samson et al., 2000).
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Adicionalmente, se utilizd clave taxondmica del género Aspergillus, segin
Wabusya y Vicent (2015) para identificar la cepa FC-05: Para las conidias de
Aspergillus fumigatus, suelen ser globosas, hialinas y de pared lisa, medidas
aproximadamente 2,5-3,5 pm de didmetro. Las fialides en Aspergillus fumigatus
son en forma de botella, con un cuello largo y delgado y una cabeza mas ancha,
tipicamente miden alrededor de 8-12 um de largo. Y la morfologia de los
conidioforos, son cortos, generalmente no ramificados o muy poco ramificados. De
acuerdo con lo descrito por Wabusya y Vicent (2015), la descripcién morfologica
de la cepa FC-5 esta en concordancia con las caracteristicas para el género
Aspergillus fumigatus. Tales datos como la forma de las fidlides, la ausencia de
métulas y el tamafio y forma de los conidios.

Respecto a la caracterizacion molecular realizado para la cepa FC-5, se
obtuvo por andlisis de BLAST una similitud del 99,81% correspondiente para
Aspergillus fumigatus, 98,87 % para Aspergillus oerlinghausenensis y 98,48 % para
Aspergillus fischeri, indicando un indice de similitud alta entre las tres especies
mencionadas. El andlisis filogenético indicoé que la cepa FC-5 se agrupo junto a
Aspergillus fumigatus formado una rama so6lida, mientras que Aspergillus
oerlinghausenensis 'y Aspergillus fischeri aparecen en otra rama separada.
Adicionalmente, este analisis indica que tanto Aspergillus oerlinghausenensis y
Aspergillus fischeri son filogenéticamente cercanos a Aspergillus fumigatus. El

analisis filogenético nos permite sugerir que la cepa FC-5 corresponde a Aspergillus
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fumigatus, sin embargo, para una identificaciéon determinante es necesario realizar
mas analisis utilizando otros marcadores moleculares como [-tubulina y
calmodulina.

En resumen, se resalta el dominio del género Aspergillus sp. entre los
aislados de la fase termofila del proceso de compostaje. En otros estudios sobre el
mismo tema, para evaluar la diversidad de hongos en el compostaje organico de los
residuos de fruta, se identific a la especie Aspergillus fumigatus como la mas
frecuente (Wang et al., 2022), un resultado similar al observado en este estudio
donde se destaco la cepa FC-5. También se ha reportado en Bilal et al., (2018) que
los aislamientos de Aspergillus fumigatus tienen la habilidad de generar giberelinas
y otras sustancias reguladoras de hormonas vegetales, ademas de producir ciertas
sustancias que contribuyen a la descomposicion, lo que amplia su versatilidad y su
potencial en diversos procesos biologicos.

Respecto a la caracterizacion molecular realizado para la cepa FC-13, se
obtuvo por andlisis de BLAST una similitud del 99,84% correspondiente para
Thermomyces dupontii, 95,74% para Thermomyces lanuginosus y 93,68% para
Thermomyces verrucosus, indicando un indice de similitud distante entre las tres
especies mencionadas. El analisis filogenético indicod que la cepa FC-13 se agrupo
junto a Thermomyces dupontii formado una rama soélida, mientras que
Thermomyces lanuginosus y Thermomyces verrucosus aparecen en otra rama

separada. Adicionalmente, este andlisis indica que Thermomyces lanuginosus y
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Thermomyces dupontii son filogenéticamente cercanos. El analisis filogenético nos
permite sugerir que la cepa FC-13 corresponde a Thermomyces dupontii, Sin
embargo, para una confirmacién mas robusta, se recomienda la utilizacion de
marcadores moleculares adicionales en futuros estudios de identificacion
molecular.

La identificacion morfolédgica de la cepa FC-13 se baso en el estudio de
caracteristicas como el crecimiento a diferentes temperaturas, dado que el género
Thermomyces incluye especies termofilas. Se observo que la cepa FC-13 crecid
bien a temperaturas entre 40-60 °C (figura 11), similar a lo reportado por
Yousofvand et al., (2020) para Thermomyces dupontii, cuya temperatura Optima de
crecimiento fue de 45 °C, y para Thermomyces lanuginosus, se menciona que crece
optimamente entre 45-50 °C, ambas especies reconocidas como termofilos
verdaderos. En contraste, para Thermomyces verrucosus se menciona que tiene un
crecimiento Optimo a temperaturas mesofilas de 25-30 °C (Morgenstern et al.,
2012), temperaturas que no favorecieron el crecimiento de la cepa FC-13 ya que en
estas condiciones se obtuvo un didmetro promedio de la colonia de 20 mm;
indicando una afinidad mas cercana de la cepa FC-13 a las especies termofilas.

En el presente estudio, las diferencias en las caracteristicas morfoldgicas de
las colonias y estructuras reproductivas en medios como MEA, YES y CYA fueron
cruciales para caracterizar el crecimiento de la cepa FC-13. Las colonias del género

Thermomyces tipicamente alcanzan un didmetro superior a 50 mm en 7 dias a 45
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°C. En particular, Thermomyces lanuginosus se distingue por su textura flocosa en
medio CYA (Yousofvand et al., 2020), mientras que Thermomyces dupontii
presenta una colonia de color marrén grisiceo con borde blanco algodonoso y
textura aterciopelada, similar a lo observado en la cepa FC-13. En MEA, la cepa
FC-13 mostr6 colonias blancas y aterciopeladas con micelios incoloros y bordes
irregulares beige, también sin exudados ni pigmentos solubles. En PDA las colonias
fueron de color grisaceo sin exudados ni pigmentos solubles y reverso marron
0SCcuro.

En la cepa FC-13, se observaron conidioforos largos de 350 pm emergiendo
perpendicularmente de las hifas. Los conidios eran pequefios, de 2 x 2,2 um, con
una pigmentacion oscura bastante similar a la descrita por Yousofvand et al. (2020)
para Thermomyces dupontii. En su estudio, mencionaron la presencia de hifas finas
y coloreadas, con conidiéforos largos y conidios unicelulares pequefios de 2 x 2,5
um, los cuales presentaban un color marrén oscuro y una pared lisa. Estos datos
sugieren que la cepa FC-13 comparte caracteristicas morfoldgicas significativas con
Thermomyces dupontii.

En Keng y colaboradores (2023) mencionan a la especie Thermomyces
dupontii, como un hongo termoéfilo y ademas determinaron a esta especie como un

hongo productor de celulasas termoestables.
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El hongo celulolitico FC-5 aislado de la pila compostera de 50 °C de la
municipalidad provincial de Tacna tiene la mayor actividad celulolitica, seguida del
hongo FC-13 de la pila de compostera del distrito de Ciudad Nueva. En una primera
etapa la actividad celulolitica de estos 2 hongos resulté muy similar entre si segiin
los ensayos cualitativos (indice enzimatico), mientras que en los ensayos
cuantitativos (extracto crudo) fue de 0,121 U/mL para Aspergillus sp.y 0,099 U/mL
para Thermomyces sp. al utilizar de sustrato vegetal hojas de perejil. Cuando se
trabajo con la celulasa concentrada de Aspergillus sp se obtuvo 3,438 U/mL. En
Vésquez et al., (2019) el valor de actividad fue de 0,692 U/mL tras 24 horas de
fermentacion sumergida utilizando como sustrato paja de trigo; mientras que en el
trabajo elaborado por Sethi et al., (2016) con Aspergillus niger, se obtuvo como
mayor valor 295,86 U/mL utilizando como sustrato céscara de banana.

En un estudio realizado por Mrudula y Murugammal (2011), se menciona
que el aserrin, las mazorcas de maiz y el bagazo son los sustratos mas efectivos para
producir celulasa, por el contrario, en nuestro caso no fue asi ya que se obtuvo una
actividad especifica de 2,33 U/mg cuando se utiliz6 de sustrato mazorca de maiz
molido.

Ademas, otros estudios como Ojumu et al., (2003) indican que se ha
utilizado una amplia gama de materiales como bagazo de cafa de azucar, residuos
de la produccion de té, fibra de coco, salvado de trigo, salvado de arroz, entre otros.

En el presente estudio se lograron obtener valores de actividad enzimatica de los
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extractos crudos de 0,016 U/mL cuando se utiliz6 hojas molidas de betarraga, 0,028
U/mL cuando se utilizé mazorca de maiz molido y 0,121 U/mL cuando se utilizd
hojas molidas de perejil. Destacando asi la capacidad de Aspergillus sp. para
descomponer la biomasa de lignocelulosa y su secrecion de proteinas extracelulares
y el interés exploratorio de sus enzimas celuloliticas secretadas en presencia de
diferentes fuentes de carbono.

Cuando se cultivo Aspergillus fumigatus en diferentes fuentes de carbono,
como alfalfa, mazorca de maiz, aserrin, paja de trigo, paja de arroz y salvado de
trigo, se descubrid que la mazorca de maiz y el aserrin eran los sustratos menos
efectivos para la secrecion de celulasa (Sherief et al., 2010). Durante la
fermentacidn, varios factores pueden influir en la secrecion extracelular de celulasa,
aumentando o disminuyendo la actividad enzimatica. El agotamiento de nutrientes
en el medio a medida que progresa la fermentacioén puede limitar la capacidad del
organismo. Ademas, los metabolitos toxicos liberados por el organismo pueden
alterar el pH del medio, lo que a su vez afecta la produccion de celulasa. La glucosa,
producto final de la accion de la celulasa, inhibe la sintesis de celulasa (Zhang y
Lynd, 2005).

La produccion de celulasa fingica de la cepa de FC-5 present6 el valor
maximo de actividad especifica de 3,45 U/mg, mientras que en Okoye et al., (2013)
la actividad especifica para la celulasa precipitada con sulfato de amonio al 50% y

dializada durante 12 horas fue de 3,154 U/mg, sugiriendo posiblemente emplear
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sustrato pulpa de mazorca de maiz y utilizar estos métodos de concentracion de
enzima para generar valores mas altos de actividad. Se obtuvo un rendimiento de la
produccion por cada gramo seco de residuo vegetal utilizado de 6,05 U/ggs (hojas
de perejil), que fue un menor valor en comparacion a lo obtenido en Grigorevski et
al., (2009) donde se alcanz6 47 U/ggs (salvado de trigo y bagazo de caia) en tan
solo 3 dias donde las condiciones de fermentacion en estado solido favorecieron la
produccion, mientras que en nuestro caso fueron ensayos en fermentacion
sumergida empleando un sustrato diferente.

En Okoye et al., (2013) se registr6 actividad maxima de celulasa al cuarto
dia 3,82 U/mL utilizando mazorca de maiz molido (secado al sol) como unica fuente
de carbono; por el contrario, en nuestro caso al evaluar al séptimo dia solo se logrd
registrar una actividad de 0,028 U/mL. Esto sugeriria que probablemente el sustrato
empleado es rico en lignina, ya que la dureza de los materiales vegetales esta
asociada con la lignificacion y/o edad del material vegetal. La lignina protege la
celulasa y la hace inaccesible a la accion hidrolitica de las enzimas. Explicando de
esta manera porque el emplear como sustrato vegetal las hojas de perejil molido se
obtuvieron mayores valores de actividad; sugiriendo necesario un pretratamiento
de los residuos vegetales previo a la ejecucion de los experimentos de fermentacion.

En la mayoria de los casos, las propiedades enzimaticas funcionales se
revelan de forma clara con enzimas purificadas y, de la misma manera, factores

imperantes como el pH y temperatura logran mostrarnos su actividad catalitica



132

optima en determinados rangos (Jahangeer, et al., 2005). En el presente estudio, se
descubri6 que la actividad de celulasas totales de Aspergillus sp. tiene una actividad
optima de 3,438 pmol/mL/min a pH 5. Sin embargo, Gilna y Khaleel (2011)
encontraron que una cepa de Aspergillus fumigatus tenia un pH optimo de 6,5.
Donde el aumento de la concentracion de iones de hidrogeno presente en la solucion
demostré una tendencia negativa evidente. De manera similar, los resultados
obtenidos por Nisar y colaboradores (2022) mencionan que la actividad celulasa
producida por Thermomyces dupontii fue 6ptima y bastante estable a pH 5,5 vy,
aumentos graduales produjeron una decaida en la actividad de la enzima.

Otro estudio realizado por Sulyman y colaboradores (2020), demostraron un
resultado distinto, donde la actividad celulasa optima fue a pH 4 y, valores
aumentados en 1 unidad, result6 en la perdida en mas del 50 % de su actividad. Esto
puede explicarse debido a los métodos de concentracion y purificacion empleados,
mientras que en nuestro caso empleamos Unicamente un método de concentracion
(Método de fraccionamiento por sulfato de amonio), Sulyman y colaboradores,
evaluaron el efecto de un extracto crudo sin purificar y un extracto concentrado por
sulfato de amonio y didlisis y adicionalmente, purificado por filtracion en gel, lo
que explica y se relaciona con las propiedades denotadas en la celulasa producida.
Asi mismo, se sugiere que una enzima celulasa purificada producida por hongos es
moderadamente activa en una solucion acida, mientras que en zonas cercanas a la

neutralidad y alcalinidad existe una fuerte disminucion de la actividad celulasa,
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pudiéndose deber a la destruccion del sitio activo, asi como cambios en la estructura
secundaria o terciaria de la celulasa (Sulyman et al., 2020).

Los ensayos realizados para la busqueda de la temperatura 6ptima de la
celulasa producida se realizaron en un rango de 40 — 90 °C, mostrandonos una
actividad optima a 60 °C con una actividad enzimatica de 3,114 umol/mL/min.
Valores inferiores a la Optima muestra un descenso constante de la actividad,
mientras que valores superiores demuestra una reduccion drastica de la actividad
celulolitica. Saroj et al., (2018) realizaron ensayos similares en un rango de
temperaturas entre 30 y 80°C, donde su intento para determinar la temperatura
optima de una CMCasa cruda fue de 60 °C, esta enzima fue producida por un hongo
termofilo identificado como Aspergillus fumigatus JCM 10253, demostrando asi
que esta temperatura es favorable para la actividad y estabilidad de la celulasa. Por
el contrario, en un estudio realizado por El-Baroty et al. (2019), utilizando a
Aspergillus terreus para la produccion de celulasas extracelulares, logré descubrir
que la temperatura Optima para dicha celulasa (CMCasa) esta en el rango entre 35
— 40 °C y una actividad de 3,19 + 0,093 U/mL. Este resultado se explica por las
condiciones de crecimiento del hongo productor y del lugar aislado, mostrando asi
unas condiciones mesoéfilas de crecimiento optimo a 37 °C, reforzando de esta
manera la hipdtesis que las caracteristicas funcionales de una enzima o proteina
expresada y secretada estan relacionadas a las condiciones del microorganismo

productor.
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Por otro lado, Immanuek et al., (2007) descubrieron que la celulasa de otra
cepa de Aspergillus fumigatus tenia una temperatura 6ptima de 40°C; mientras que
Gilna y Khaleel (2011) informaron que otra cepa de la misma especie tenia una
temperatura oOptima de 32 °C. Estas discrepancias podrian atribuirse a las
diferencias en las cepas y especies de organismos utilizados en la produccién de las
enzimas.

Respecto a la estabilidad térmica de la enzima celulasa obtenida de
Aspergillus sp. preserva su actividad arriba del 50 % hasta 300 minutos a una
temperatura de 50 °C, también se observo que su actividad se mantuvo alrededor
del 20 % de su valor maximo después de una incubacién a temperaturas de 70 °Cy
80 °C durante 120 minutos.

La enzima fue bastante estable cuando se almacend a 50 °C durante 45
minutos aproximadamente similar a lo encontrado en Okoye et al., (2013) donde
fue estable en temperaturas de 45 °C durante una hora la celulasa obtenida de una
cepa de Aspergillus fumigatus. En el presente estudio la estabilidad de la enzima
celulasa cayo entre 60 °C y 90 °C, pero no disminuyo entre 60 °Cy 70 °C, mas alla
de 80 °C la estabilidad de la enzima continuo disminuyendo (figura 25). El
porcentaje de pérdida de la actividad de la enzima entre 60 °C y 80 °C durante 60
minutos fue de aproximadamente al 70 %. Mientras que a 70 °C se observo una
pérdida de actividad durante las primeras 5 horas de hasta el 80 %. La pérdida de

actividad de hasta el 65 % fue de manera rapida a partir de 60 °C durante los 30
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primeros minutos. Concluyendo que la enzima obtenida tiene cualidades para ser
util en aplicaciones industriales dada su estabilidad a estas temperaturas.

A medida que la temperatura sube a 60 °C, se observa que la actividad de la
enzima disminuye constantemente. Esta disminucioén confirma que las temperaturas
de almacenamiento afectan la duracion y la actividad de las enzimas.
Investigaciones anteriores sobre termoestabilidad de Okoye et al., (2013) han
mostrado que las enzimas se conservan mejor a temperaturas muy bajas para
mantener su actividad. Incluso enzimas solubles almacenadas a 40 °C pierden parte
de su actividad con el tiempo debido a que no estan en su entorno natural. Por lo
tanto, la inmovilizacién y la liofilizacion son opciones preferidas para enzimas
costosas que pierden actividad, aunque se almacenen a bajas temperaturas. Sin
embargo, como se explica en Gilna y Khaleel, (2011) la estabilidad de las enzimas
que produce un organismo esta fuertemente influenciada por la temperatura de su
habitat natural. Por ejemplo, los organismos termoéfilos que viven en aguas termales
suelen secretar enzimas termoestables. La temperatura del habitat natural del
organismo utilizado para producir celulasa determina la estabilidad térmica de la

celulasa producida.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Se aislé un total de ocho especies de hongos del compost durante la fase
termofila, con temperaturas comprendidas entre 50°C y 65°C. De estas
especies, solo cinco mostraron actividad celulolitica. Entre estas cepas, se
seleccionaron dos para la caracterizacion molecular; se identifico a la cepa FC-
5 como Aspergillus sp., y FC-13, como Thermomyces sp.

Los hongos celuloliticos identificados Thermomyces sp y Aspergillus sp.
tuvieron una capacidad celulolitica de 1,422 y de 1,476 respectivamente
significativamente diferente al resto de hongos. El hongo Aspergillus sp. tuvo
la mejor actividad celulolitica y capacidad de crecimiento a diferentes niveles
de pH y temperatura.

La mayor cantidad de celulasa fingica obtenida de la cepa FC-5 fue cuando se
utilizo sustrato hojas de perejil molido en el medio fermentativo; la actividad
catalitica fue 0,121 U/mL, la actividad especifica de 3,45 U/mg y el rendimiento
de la produccion por cada gramo seco de residuo vegetal utilizado de 6,05 U/ggs
La enzima celulasa de la cepa FC-5 concentrada por fraccionamiento con
sulfato de amonio fue estable a 50°C durante una hora, disminuyendo esta
actividad hasta el 50% de su actividad méxima cuando estuvo cinco horas a
50°C. La actividad maxima fue a pH 5 y la temperatura 6ptima de reaccion de

60°C.
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CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

Se recomienda al laboratorio de investigacion complementar la identificacion
de las especies mediante el uso de marcadores moleculares adicionales como
beta-tubulina, calmodulina y factor de elongacion 1-alfa. Estos marcadores
ofrecen una mayor precision y robustez en la caracterizacion genética de los
hongos, permitiendo una clasificaciéon mas precisa y confiable que inicamente
el andlisis cualitativo basado en caracteristicas macroscopicas y microscopicas.
Para futuras investigaciones con las cepas se recomienda a los tesistas emplear
pretratamientos antes de utilizar los sustratos vegetales en los ensayos de
fermentacion, con el fin de eliminar la lignina presente, para que sea accesible
la accion hidrolitica de la enzima celulasa.

Se recomienda realizar un disefio experimental de optimizacion del medio de
fermentacion, donde posiblemente al utilizar un medio de cultivo mas
concentrado o conformado por cantidades diferentes al empleado se logre
encontrar las condiciones mas favorables de produccion de la enzima.

Se sugiere realizar la purificacion de la enzima celulasa a fin de aislar solo la
proteina de interés y caracterizarla, obteniendo valores mdas exactos de la
actividad enzimatica. Para ello se sugiere incluir las siguientes técnicas: SDS-

Page, Zimograma y la realizacion de cinética enzimatica.
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Anexo 1. Caracteristicas macroscopicas de los hongos aislados del compost

Colonia Borde Color  Forma  Superficie Textura Pigmentacion
Anverso y
. Plana y .
FC-2 Lobulado Blanco Circular . Aterciopelada reverso
extendida A
difusible
Anverso y
FC-3  Lobulado Verde Circular Plana.y Aterciopelada reverso
opaco extendida difusible
Anverso y
. Plana y .
FC-4 Lobulado Blanco Circular . Aterciopelada reverso
extendida A
difusible
Anverso y
FC-5 Lobulado que Circular Rugpsa y Aterciopelada reverso no
grisaceo radiada e
difusible
Anverso y
FC-7  Lobulado Ye¥de Circular Ruggsa y Aterciopelada reverso no
grisaceo radiada o
difusible
Anverso y
FC-8  Lobulado Yeyde Circular Rugpsa Y Aterciopelada reverso no
grisaceo radiada o
difusible
Anverso y
FC—-9  Lobulado Yetde Circular Ruggsa Y Aterciopelada reverso no
grisaceo radiada e
difusible
. Anverso y
FC-13 Rizoide M‘aljron Irregular Elevadg Y Aterciopelada reverso
grisaceo extendida

difusible
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Anexo 2. Caracteristicas microscopicas de los hongos aislados del compost

Colonia Tincion Conidioforo Fialide Esporo
Conidios de
Azul de Forma de ared lisa
FC-2 Corto botella pared
lactofenol hialina
alargada
globular
Conidios de
Azul de Forma de ared lisa
FC-3 Corto botella p .
lactofenol hialina
alargada
globular
Conidios de
Azul de Forma de ared lisa
FC -4 Corto botella p .
lactofenol hialina
alargada
globular
Conidios de
Azul de Forma de pared lisa
FC=5 lactofenol ~ Cortoredondeado L hialina
globular
Conidios de
Azul de Forma de pared lisa
FC=7 lactofenol ~ Cortoredondeado L hialina
globular
Azul d Formade - dios d
FC -8 zu’ de Corto botella onidios de
lactofenol forma globular
alargada
Forma de e
FC_9 Azul de Corto botella Conidios de
lactofenol forma globular
alargada
Conidios de
Azul de Forma pared lisa
FC-13 lactofenol Largo alargada hialina

globular
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Anexo 3. Reactivacion de cepas de hongos
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Anexo 4. Crecimiento de hongos aislados del compost en agar CMC

R

| (8A)

Figura 26. Crecimiento de hongos aislados del compost en Agar con CMC.
Vista anverso 1A, 2A, 3A, 4A, 5A, 6A, 7A, 8A (hongos FC-2, FC-3, FC-4,
FC-5, FC-7, FC-8, FC-9 y FC-13 respectivamente).




Tabla 27

Didametros de crecimiento de colonias en agar con CMC
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Diametro de la colonia (mm) Desviacion
Hongo ; .
I I I Promedio estandar
FC-2 10 9 10 9,67 0,58
FC-3 15 15 15 15,00 0,00
FC-4 11 11 10 10,67 0,58
FC-5 27 27 28 27,33 0,58
FC-7 21 22 21 21,33 0,58
FC-8 29 26 27 27,33 1,53
FC-9 25 24 24 24,33 0,58
FC-13 21 21 22 21,33 0,58
Tabla 28

Diametros de crecimiento de colonias con halo en agar con CMC

Hongo Diametro con el halo (mm) DeS\{iaci()n
I I I Promedio estandar
FC-2 12 12 11 11,67 0,58
FC-3 16 16 17 16,33 0,58
FC-4 12 13 11 12,00 1,00
FC-5 67 68 68 67,67 0,58
FC-7 48 46 47 47,00 1,00
FC-8 59 57 57 57,67 1,15
FC-9 53 52 52 52,33 0,58
FC-13 51 51 53 51,67 1,15
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Anexo 5. Hongos aislados en agar con extracto de levadura sacarosa

(1A) (1B)

(2A) (2B)

(3A) (3B)
Figura 27. Hongos aislados en placas con extracto de levadura sacarosa
(YES).
Vista anverso (1A, 2A, 3A) y reverso (1B, 2B, 3B) de las cepas FC-2, FC-

3, FC-4; respectivamente.



(6A) (6B)
Figura 27. Hongos aislados en placas con extracto de levadura sacarosa
(YES). Vista anverso (3A, 4A, 5A, 6A) y reverso (3B, 4B, 5B, 6B) de las
cepas FC-4, FC-5, FC-7, FC-8; respectivamente.
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(7A) (7B)
(8A) (8B)

Figura 27. Hongos aislados en placas con extracto de levadura sacarosa
(YES). Vista anverso (7A, 8A) y reverso (7B, 8B) de las cepas FC-9, FC-

13; respectivamente.
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(9A) (9B)
(10A) (10B)

Figura 27. Hongos aislados en placas con agar autolisado de levadura
Czapeck (CYA). Vista anverso (9A, 10A) y reverso (9B, 10B) de las cepas
FC-5, FC-13; respectivamente.
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Anexo 6. Protocolo de extraccion de ADN de hongos

Se preparara 100 mg de tejido fungico en un tubo de microcentrifuga de 1,5 o 2
mL.

Se agregard 600 pL de tampon FG1 y pasard por vortex vigorosamente para
mezclar. Asegurdndose de dispersar todos los grumos.

Se incubard a 65°C durante 10 minutos y se mezclara la muestra dos veces
durante la incubacidn invirtiendo el tubo.

Luego se agregara 140 pL de tampdon FG2, para mezclar bien se usard vortex.
Se dejara reposar en hielo durante 5 minutos.

Se centrifugard a 10 000 x g durante 10 minutos.

El sobrenadante se transferira a un nuevo tubo de microcentrifuga,
asegurandose de no alterar el sedimento ni transferir residuos.

Se afadird 0,7 volimenes de isopropanol, luego se pasard por vortice para
precipitar el ADN. Inmediatamente se centrifugard a 10 000 x g durante 2
minutos.

Luego se aspirara y desechara el sobrenadante, asegurandose de no desalojar el
sedimento de ADN. Se invertira el tubo de microcentrifuga sobre una toalla de
papel durante 1 minuto para permitir que se drene el liquido residual. No sera
necesario secar el sedimento de ADN.

Se agregard 300 pL de agua desionizada estéril calentado a 65°C, para
resuspender el sedimento se usara vortex.

10) Se agregara 4 uLL de RNase A, y se usard vortex para mezclar bien.

11) Del tampon FG3 se agregara 150 pL y 300 uL de etanol al 100 %. Se mezclara

bien usando vortex.



173

12) Se insertara una minicolumna de ADN HiBind® en un tubo de recogida de 2
mL. Toda la muestra se transferira (incluido cualquier precipitado que se haya
formado) a la minicolumna de ADN HiBind® y se centrifugard a 10 000 x g
durante 1 minuto.

13) Se procedera a desechar el filtrado y el tubo de recoleccion y se transferira la
minicolumna de ADN HiBind® a un nuevo tubo de recogida de 2 mL.

14) Luego se agregara 750 uL. de tampon de lavado de ADN y se centrifugard a 10
000 x g durante 1 minuto.

15) Se procedera a desechar el filtrado y reutilizara el tubo de recoleccion.

16) Se repetira los pasos 14 y 15 para un segundo paso de lavado con tampdn de
lavado de ADN.

17) Se centrifugard la minicolumna de ADN HiBind® vacia a velocidad maxima
durante 2 minutos para secar la membrana y se transferird la minicolumna de
ADN HiBind® a un tubo de microcentrifuga de 1,5 o 2 mL sin nucleasas.

18) Se agregara 100 puL de tampdn de elucion calentada a 65 °C.

19) Se dejara reposar de 3 a 5 minutos. Luego se centrifugara a 10 000 x g durante
1 minuto.

20) Se repetira los pasos 18 a 19 para un segundo paso de elucion.

21) E1 ADN se guardaré a -20 °C.
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Anexo 7. Ensayos de fermentacion sumergida

Preparacion del medio de produccion

e X i

Inoculacion de hongos en medios de produccion

Toma de muestra del extracto crudo
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Anexo 8. Recuperacion de extractos crudos

Medio fermentativo cepa FC-5 Medio fermentativo cepa FC-13
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Fraccionamiento por Sulfato de amonio

Enzima celulasa concentrada
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Anexo 9. Curva de calibracion para BSA

Curva Patron

Se prepar6 una solucion estdndar de proteina — Albumina Sérica Bovina — BSA (1
mg/mL).

Fue almacenado a temperatura de refrigeracion.

En la microplaca de lectura se realizaron las diluciones por triplicado, para la curva de
calibracion de acuerdo con lo indicado en la siguiente tabla:

Solucién

S U U I owomomom s om0 @
0 20 200 220 0,0 0,303 0,295 0,291 0,3 0,297 0,000 1,79
2 18 200 220 0,1 0,434 0,451 0,44 0,434 0,440 0,143 1,82
4 16 200 220 0,2 0,545 0,531 0,564 0,564 0,551 0,254 2,92
6 14 200 220 0,3 0,615 0,654 0,708 0,699 0,669 0,372 6,44
8 12 200 220 0,4 0,737 0,717 0,699 0,783 0,734 0,437 4,93
10 10 200 220 0,5 0,823 0,84 0,857 0,848 0,842 0,545 1,72
12 8 200 220 0,6 0,877 0,854 0,864 0,868 0,866 0,569 1,10
14 6 200 220 0,7 0,9 0,915 0,884 0,902 0,900 0,603 1,41
16 4 200 220 0,8 0,956 0,909 0,937 0,915 0,929 0,632 2,32
18 2 200 220 0,9 1,027 0,983 0,61 1,01 0,995 0,698 2,93
20 0 200 220 1,0 1,043 1,019 1,09 0,997 1,037 0,740 3,84

Se agreg6 200 uL del Reactivo de Bradford a cada pocillo utilizando la micropipeta
multicanal.

Se procedio a mezclar suavemente evitando burbujas.

Se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos.

La lectura de microplacas se realizo en el lector de microplacas EPOCH 2-Biotek a
una longitud de onda de 595 nm.

0.600
_.0500 | e

LrC) 0.400 R2 =0.9895 .9 .........
0300 et

0200 [ et
0.100 | .o

LN (59

0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 0.600

BSA (mg/mL)
Figura 28. Curva de calibracion para reactivo Bradford (mg/mL)



Anexo 10. Curva de calibracion para la glucosa
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e Serealiz6 la curva de calibracion de la glucosa para un volumen de reaccion de 62 pl.

e En la microplaca termorresistente se realizaron las diluciones para la curva de

calibracién de acuerdo con lo indicado en la siguiente tabla:

i) oy e V0 TR O W R R R s W o
0,000 0,000 0 21 41 100 162 0,002 0,006 0,004 0,004 0,004 0,00 40,82
0,387 0,070 1 20 41 100 162 0,037 0,046 0,048 0041 0043 0039 11,55
0,774 0,139 2 19 41 100 162 0,076 0,067 0,089 0078 0078 0074 11,66
1,161 0,209 3 18 41 100 162 0,117 0,164 0,209 0214 0176 0,172 25,74
1,548 0,279 4 17 41 100 162 0,277 0,257 0,270 0,304 0277 0273 7,5
1,935 0,348 5 16 41 100 162 0379 0392 0400 0438 0402 0398 6,30
2,323 0,418 6 15 41 100 162 0411 0464 0,495 0464 0459 0,455 7,61
2,710 0,488 7 14 4 100 162 0,540 0,513 0,583 0,559 0,549 0,545 5,40
3,097 0,557 8 13 41 100 162 0589 0581 0556 0595 0580 0576 2,96
3,484 0,627 9 12 41 100 162 0,729 0,799 0,775 0,733 0,759 0,755 4,46
3,871 0,697 10 11 41 100 162 0868 0829 0900 0869 0867 0,863 3,36

e Seagregd 100 uL del reactivo DNS.

e Lamicroplaca se coloco a hervir a 100°C durante 5 minutos.

e  Trasvasar 100 pL de la reaccidn anterior a una microplaca de lectura.

e Se procede a leer la absorbancia a 540 nm en el lector de microplacas EPOCH 2-

Biotek.



LN (540 nm)

LN (540 nm)
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Figura 29. Curva de calibracion para glucosa (mg/mL)
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Figura 30. Curva de calibracion para glucosa en (umol/mL)
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Anexo 11. Analisis estadisticos

Tabla 29

Analisis de varianza para el indice Enzimatico
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Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 7,55859 7 1,0798 232,81 0,0000

Intragrupos  0,0742113 16 0,00463821

Total 7,6328 23

Tabla 30

Prueba de Duncan para los promedios de indice Enziméatico

Hongo Casos Media Grupos Homogéneos

FC-3 3 0,089 X
FC-4 3 0,124333 X
FC-2 3 0211 X
FC-8 3 1,11233 X
FC-9 3 1,15133 X
FC-7 3 1,205 X
FC-13 3 1,42233 X
FC-5 3 1,47633 X
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Tabla 31

Anélisis de varianza para influencia del pH en el crecimiento

Suma de Promedio
G. libertad de los Valor F Valor p
cuadrados
cuadrados
Intercepto 1 1,988240 1,988240 172,7496 0,000000
Tratamientos 2 2,153856 1,076928 93,5697  0,000000
Bloques 4 0,289508 0,072377 6,2885 0,000551
Error 38 0,437356  0,011509
Total 44 2,880720

Tabla 32

Prueba de Duncan para los promedios de biomasa a diferentes pH

Tratamiento Casos Media Biomasa (g)  Grupos homogéneos
pH 10 15 0,012267 a
pH 7 15 0,103220 b

pH 5 15 0,515107 c
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Tabla 33

Anélisis de varianza para influencia de la temperatura en el crecimiento

Suma de Promedio
G. libertad de los Valor F Valor p
cuadrados
cuadrados
Intercepto 1 149815 1498146 4,186763 0,044728
Tratamientos 4 592382 1480955 4,138721 0,004723
Bloques 4 590914  147728,4 4,128462 0,004793
Error 66 2361672 35782,9
Total 74 3544968

Tabla 34

Prueba de Duncan para los promedios de biomasa a diferentes

temperaturas
Tratamiento Casos Media Biomasa (g)  Grupos homogéneos
80 °C 15 0,0081 a
70 °C 15 0,1133 a
40 °C 15 0,2801 a
60 °C 15 0,6276 a

50 °C 15 222,4394 b
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Anexo 12. Clave taxonomica utilizada para la identificacion de la cepa FC-05

(Wabusya y Vicent, 2015)

1. Los aislamientos fueron predominantemente biseriados
2

1. Los aislamientos fueron predominantemente uniseriados
10

2. Las colonias aparecieron en tonos de negro a marrén-----
3
2. Colonias en tonos de blanco, verde oscuro, marrén olivaceo a ocraceo

3. Las colonias tenian bordes irregulares en MEA con vesiculas pequefias de menos de 16 pm-
———————————————— A. Heteromorphus
3. Colonias con bordes lisos en MEA con vesiculas grandes entre 32 - 60 um

4. El diametro de la colonia en CYA25°C después de 7 dias fue superior a 63 mm con conidios
de gran tamafio, de 7 a 10 pm
A. carbonarius

4. El diametro de las colonias en CYA 25°C estuvo entre 45 y 55 mm y el rango de conidios
fue de 3a 6 pm------- 5

5. Tenian anillos de esporulacidn distintivos en PDA con micelio blanco en los bordes en MEA
y area de conidiacion negra y tiene un estipite estrecho
A. brasiliensis

5. Las colonias formaron surcos radiales en PDA, tenian un pequefio borde blanco de la colonia
en MEA y una gran area negra de conidiacién -
A. niger

6. La cabeza del conidio era columnar con fialides poco compactas que cubrian la mitad de la
vesicula, tenia un conidiéforo muy corto que se tornd marrén con
A. nidulantes

6. Las cabezas de los conidios eran globosas a radiadas con fialides que cubrian la totalidad o
tres cuartas partes de la vesicula.

7

7. Las cabezas de los conidios eran grandes (60 - 80 um) con fidlides y conidios compactos,
producian pigmentos solubles de color naranja en CYA, lo que hacia que el reverso tuviera un
color naranja intenso y conidios muy pequefios de 2 - 4 um
A. ocrécea
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7. Las cabezas de los conidios eran pequefias (64 - 69 um) y de estipite largo, los conidios eran
compactos con colores blanco, marrén a canela en MEA
8

8. Mostraron un crecimiento rapido en todos los medios, tenian conidios grandes con textura
rugosa de las colonias en CYA 'y CZ era rugosa con un area de conidiacion que parecia de color
amarillo yema A. tamarii

8. El crecimiento fue lento en todos los medios
9

9. Las colonias produjeron pigmentos solubles de color marrén rojizo en CY A--------=-=-=------
A. ostianus

9. Se produjeron colonias de color blanco con conidios pequefios de 2 - 3 um lisos y blancos,
se observé presencia de una cabeza de conidio diminuta----
A. candidus

10. La cabeza de Condia era claviforme -
11

10. Cabeza de conidios globosa, radiada o columnar

11. Las colonias tenian bordes irregulares en MEA con estipites muy largos y anchos y conidios
elipticos de color gris.
A. longivesica

11. Las colonias tenian bordes regulares en MEA, con longitud y ancho moderados del estipite
y conidios elipsoidales de color gris azulado -
12

12. Las colonias tenian bordes blancos de micelio, con apariencia gris azulada, formaban surcos
radiales y anillos de esporulacion en MEA, en CZ también formaban anillos de esporulacién y
tenian dos tipos de cabezas de CONidios ~--=-==========mmmmmmmmm e
----A. clavatus

12. Las colonias eran de color verde oscuro con un borde muy fino de micelio blanco en MEA,
tenian células del pie variadas que formaban proyecciones similares a dedos
A. rhizopodus

13. Las colonias eran de color marrén café en MEA y marrén cacao en CYA, formaban surcos
radiales distintivos, tenian cabezas de conidios globosas y elipsoidales con un didmetro de
vesicula que oscilaba entre 29 y 45 M. —==m=mmmm e e e
A. japonicus

13. Las colonias eran de tonos negros y verdes
----14

14. Las colonias eran negras y de color marron datil en MEA y mostraron su primer crecimiento
en todos los medios con un diametro de colonia que oscilaba entre 38 y 60 mm, tenian vesiculas
muy anchas con didmetros de 45 a 74 um y conidi6foros cortos-------------========mmmmmmmmemenn
15

14. Las colonias eran de color verde amarillento a verde oscuro con abundante conidacion
en la esporulacion en todos los medios
--16

15. Tuvieron el primer crecimiento de las colonias en todos los medios y de color marrdn café
con surcos radiales en CYA 'y de color marrén cacao en CZ 'y reverso marrén sucio--------------
---------- A. aculeatus (A)
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15. Demostraron un crecimiento lento en todos los medios, las colonias eran de color amarillo
claro en CYA y CZ. Produjeron pigmentos solubles de color amarillo limén en CYA y se
formaron surcos radiales tanto en el frente como en el reverso de las colonias. El reverso era de
color amarillo intenso A. aculeatus (B)

16. Las colonias aparecieron en tonos de verde amarillento a medida que formaban anillos de
esporulacion con micelios blancos en las colonias MEA en CYA y CZ eran amarillas con
conidios lisos a finamente rugosos (3,5 - 5 pm)-------- A. flavus

16. El crecimiento de las colonias se vio restringido en CZ, produjeron esclerocios en CYA
y CZ, producidos con conidios rugosos y verdes
---17

17. Tenian cabezas de conidios radiados -

17. Tenian cabezas de conidios columnares

18. En PDA las colonias eran de color verde oscuro con anillos de esporulacion distintivos,
algunas tenian cabezas de conidios abultados, con vesiculas piriformes a globosas --------------
A. parasiticus (A)

18. Las colonias tenian anillos de esporulacion alternos distintivos en PDA, las cabezas de los
conidios estaban erguidas al final del estipite y la vesicula era radiada a globosa------------------
A. parasiticus (B)

19. Produjeron pigmentos solubles en CYA, tenian cabezas de conidios cortos, vesiculas
piriformes a subclavias a claviformes, estipite de paredes gruesas ----------=-==============---

19. Faltaban pigmentos solubles en CYA -

20. Lavesicula era piriforme a subclavia con un estipite de paredes gruesas y conidios pequefios
entre 2 - 3,5 um
------ A. duricaulis

20. La vesicula era espatulada a claviforme, con conidiéforos muy cortos y el estipite se
expandia hacia la punta al unirse a la vesicula
---------- A. fumigatus

21. Tenia conidios grandes de 4 a 7 um con cuello variado en el estipite, algunos estipites se
expandieron hacia la vesicula, otros mantuvieron el mismo ancho, vesicula grande de 21 a 29
um, fidlides unidas de forma laxa a la vesicula --------======== e e
A. novofumigatus (A)

22. Tenia conidios pequefios de 3 a 5 um, vesiculas pequefias de 11 a 21 um, fialides compactas
y que cubrian casi la mitad de la vesicula -
--------------- A. novofumigatus (B)
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